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Résumé 
L'ubiquitination des protéines est une modification post-traductionnelle qUI 
régule un large éventail d'événements cellulaires et plus particulièrement la dégradation 
par le protéasome. Son dérèglement peut entraîner plusieurs maladies notamment le 
cancer et des désordres inflammatoires. À ce jour, peu d'études à grande échelle chez 
les cellules de mammifères ont porté sur l'identification des protéines ubiquitinées et de 
leurs sites de modification. Ce travail propose une approche protéomique différentielle 
combinant une purification par affinité et l'utilisationd'une enzyme de déubiquitination 
(UBP) pour identifier les protéines ubiquitinées et leurs sites de modifications. 
Différentes purifications par affinité ont été mises au point, soit une purification 
à l'aide d'une protéine liant les protéines ubiquitinées (Rad23) et une purification à 
l'aide d'une forme modifiée de l'ubiquitine (6xHis-ubiquitine). De plus, une approche 
combinant ces deux purifications a aussi été évaluée. Ces purifications ont permis 
d'identifier plus de 1400 protéines potentiellement ubiquitinées et 28 sites 
d'ubiquitination dont 6 sites sur l'ubiquitine. 
L'approche protéomique différentielle consiste en la digestion avec UBP de 
protéines ubiquitinées enrichies comparativement à un échantillon contrôle non digéré. 
Par la suite, ces 2 échantillons sont digérés par la trypsine et analysés par nanoLC/LC-
MS/MS par un spectromètre de masse L TQ-Orbitrap. Les peptides obtenus des 
protéines ubiquitinées conservent un adduit diglycine caractéristique suite à la digestion 
trypsique. Une analyse poussée des données à l'aide d'un logiciel de détection de 
peptides révèle deux populations distinctes d'ions représentant les peptides contenant 
l'adduit di glycine ou non. La validation de l'approche a permis de retracer 3 couples 
peptidiques associés à un site d'ubiquitination. 
Mots clés: ubiquitination, spectrométrie de masse, purification par affinité, 
identification de sites d'ubiquitination, protéomique. 
11 
Abstract. 
The ubiquitin pathway is involved in a wide range of cellular events including 
receptor intemalization, signal transduction and prote as omal degradation. Misregulation 
of the later can cause many diseases such as cancer and inflammatory disorders. So far, 
few large-scale studies of protein ubiquitylation have been reported due to the difficulty 
of isolating these low abundance and rapidly degraded proteins. In this study, a 
differential proteomic strategy combining affinity purification and the use of a 
deubiquitylating enzyme (UBP) is proposed to identify ubiquitylated proteins targeted 
for proteasomal degradation. 
Two affinity purifications methods were developed, onebased on a protein 
binding ubiquitylated proteins (Rad23) and the other based on a modified version of 
ubiquitin (6xHis-ubiquitin). Combination of both purification methods was also 
evaluated. These purifications methods enabled the identification of more than 1400 
potentially ubiquitylated proteins and 28 sites of ubiquitylation with 6 sites on ubiquitin. 
A differential proteomic approach was then applied by treating half of the 
enriched ubiquitylated proteins with UBP. The non-treated control and the UBP-treated 
prote in extracts were digested with trypsin and analyzed by nanoLC/LC-MS/MS on a 
high resolution LTQ-Orbitrap mass spectrometer. Peptide ions derived from 
ubiquitylated proteins comprise a miscleavage tryptic site harbouring a characteristic 
diglycine adduct on the lysine side chain. Comprehensive data mining and clustering 
analyses on peptide maps using in-house bioinformatics software were performed to 
characterize two distinct ion populations representing peptides containing or not the 
diglycine adduct. Validation of the approach enabled the identification of 3 peptide ion 
pairs correlated with the addition of an ubiquitylation site. 
Keywords: Ubiquitylation, mass spectrometry, affinity purification, identification of 
ubiquitylation site, proteomic. 
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1.1. But du projet 
L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle régulant un large 
éventail d'événements à l'échelle cellulaire, notamment la régulation du cycle cellulaire, 
la différentiation, la réparation de l'ADN ainsi que la régulation de la transcription [1]. 
Un dérèglement de ce système est impliqué dans de nombreuses maladies notamment le 
cancer, les désordres inflammatoires et les disfonctionnements métaboliques [1]. 
Récemment, ce système a émergé comme cible thérapeutique et plusieurs petites 
molécules chimiques inhibant la cascade enzymatique d'ubiquitination ou l'activité du 
protéasome ont été découvertes [2]. Par exemple, en 2003, un inhibiteur du protéasome 
a été admis sur le marché des médicaments pour le traitement du cancer [3]. Ainsi, des 
méthodologies permettant une analyse globale des protéines ubiquitinées vont conduire 
à une meilleure caractérisation des systèmes régulés par l'ubiquitination. 
Dans ce contexte, ce projet vise à mettre au point une approche protéomique 
différentielle originale pour améliorer l'identification des protéines ubiquitinées et de 
leurs sites d'ubiquitination. La première partie du projet consiste à mettre au point une 
approche de purification des protéines ubiquitinées en comparant différentes stratégies. 
Cette étape d'emichissement slavère essentielle puisque les protéines ubiquitinées sont 
en faible abondance dans la cellule [4]. 
La seconde partie du projet consiste à développer une nouvelle approche 
différentielle protéomique exploitant l'utilisation d'une enzyme de déubiquitination afin 
de faciliter l'identification de sites d'ubiquitination à l'échelle du protéome. 
L'échantillon des protéines ubiquitinées purifiées par l'approche développée sera séparé 
en 2 parties dont une seule sera traitée avec l'enzyme de déubiquitination. Les 2 
échantillons seront ensuite digérés par la trypsine et analysés par nanoLC-MS/MS sur un 
spectromètre de masse L TQ-Orbitrap à haute résolution. Suite à la digestion trypsique, 
les ions peptidiques conjugués à l'ubiquitine conservent un adduit diglycine signature du 
site d'ubiquitination. Une analyse poussée des données à l'aide d'un logiciel de 
détection de peptides révèlera deux populations distinctes d'ions représentant les 
peptides contenant ou non l'adduit diglycine. 
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1.2. Processus d'ubiquitination dans la cellule 
1.2.1. Rôles biologiques 
La cellule utilise constamment des systèmes de modifications post-
traductionnelles des protéines pour générer et transmettre des signaux. Une de ces 
modifications est l'ubiquitination. Tout d'abord, l'ubiquitine est une petite protéine de 
76 acides aminés dont la séquence est hautement conservée entre les espèces [5]. Elle 
joue un rôle crucial dans la cellule notamment en modulant la dégradation sélective de 
protéines régulatrices importantes par le protéasome [6]. En fait, ce système est 
impliqué au niveau de la progression du cycle cellulaire, de la signalisation cellulaire, de 
la régulation de récepteurs, de la réparation de l'ADN, de l'endocytose, etc. [1]. 
D'abord, l'ubiquitination est une réaction enzymatique qui résulte en la fonnation d'un 
lien isopeptidique entre la glycine 76 (076) de l'extrémité C-tenninale de l'ubiquitine et 
le groupement amine de la chaîne latérale d'une lysine de la protéine cible (figure 1.1 a). 
a) b) c 
'NH Gly75 yO Ubiquitine 
HN1 Gly76 /NH~ys Lien isopeptidique 
H 0 H 0 /Nyc~ 0 Ny " 
Protéine cible 
K63 
Figure 1.1 : Structures chimiques. a) Lien isopeptidique entre la glycine 
tenninale de l'ubiquitine et le groupement amine d'une lysine d'une protéine 
substrat. b) Structure tridimensionnelle de l'ubiquitine illustrant les 7 lysines 
(rouge), ainsi que les 3 acides aminés de la poche hydrophobe Uaune) [7]. 
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L'ubiquitine modifie de différentes façons les protéines. En effet, les substrats 
peuvent être mono-ubiquitinés via la liaison d'une seule molécule, être polyubiquitinés 
via la liaison d'une chaîne d'ubiquitines ou multi-ubiquitinés via la liaison de plusieurs 
ubiquitine sur plusieurs lysines de la protéine (figure 1.2) [8]. Puisque l'ubiquitine 
contient elle-même sept lysines (figure 1.1 b), il est possible de former des chaînes de 
structures variables. De plus, l'utilisation de ces sept sites pour créer des chaînes in vivo 
a été démontrée chez la levure [9]. Le signal généré varie selon le type de modification 
par l'ubiquitine. Par exemple, la mono-ubiquitination est impliquée dans le processus 
d'endocytose, de réparation de l'ADN ou d'export nucléaire [10]. Le signal le plus 
connu est celui des chaînes d'ubiquitines liées par la lysine 48 (K48). Ce type de chaîne 
. formée de 4 unités ou plus d'ubiquitines est le signal principal pour la dégradation 
protéasomale [11]. Les chaînes liées par les lysines Il ~ 29 ou 63 sont des signaux de 
réparation de l'ADN, d'endocytose et de signalisation [10]. Des évidences de chaînes 
mixtes, c'est-à-dire avec des embranchements liés par des lysines voisines ont été 
détectées in vivo et pourraient avoir un rôle dans la régulation des enzymes E3 ligases 
[12]. Un schéma résumant les différentes fonctions associées aux modifications par 
l'ubiquitine est présenté à la figure 1.2. Cette variété de structures permet à la cellule de 
disposer d'un grand répertoire de signal ubiquitine. 
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a) Endocytose 
Mono-Ub. Infection virale 
Multi-Ub. ~ Expression des gènes 
Réparation de l'ADN 
Export nucléaire 
b) bt tI 
~O~i~ Polyub. Dégradation protéasomale K48 ~ 
c) 
~ti ~ti Réparation de l'ADN 
~;t~ Polyub. Endocytose KIl, 29, 63 Activation de kinases 




d) Chaînes Régulation d'activité des 
mixtes ~ ligases E3 
Figure 1.2 : Fonctions associées aux modifications par l'ubiquitine. 
a) Mono-ubiquitination et multi-ubiquitination. b) Polyubiquitination liée par la 
K48. c) Polyubiquitination liée par la KIl, K29 ou K63. d) Polyubiquitination 
formée par des chaînes mixtes (inspiré de [10]). 
En plus de l'ubiquitine, il existe une classe de protéines appelées protéines 
similaires à l'ubiquitine (UBL). Cette classe peut être divisée en 2 groupes, d'abord il y 
a les protéines qui peuvent être conjuguées à d'autres protéines pour les modifier après 
leur traduction, par exemple les protéines SUMO et Nedd8. Ces petites protéines ont 
parfois peu de ressemblance avec l'ubiquitine mais elles partagent toutes un mode de 
conjugaison et un site de liaison qui ressemblent à l'ubiquitine [1]. Ensuite, les 
protéines qui possèdent un domaine UBL dans leur structure font aussi partie de cette 
classe. Par exemple, les protéines Rad23 et Dsk2, dont les rôles seront expliqués plus en 
détails dans une section suivante, possèdent un tel domaine. 
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1.2.2. Enzymes impliquées 
1.2.2.1. Enzymes d'ubiquitination 
L'ubiquitination est un mécanisme dépendant de l'adénosine triphosphate (ATP) 
et impliquant 3 enzymes: enzyme d'activation de l'ubiquitine (El), enzyme de 
conjugaison d'ubiquitine (E2) et une ligase ubiquitine-protéine (E3) [1]. Tout d'abord, il 
existe une seule forme d'enzyme El chez la majorité des organismes dont l'humain et la 
levure. Cette enzyme se lie à l'ubiquitine via un lien thio-ester en présence d'A TP. Par 
cette réaction, l'ubiquitine est activée et peut être transférée à une enzyme Il existe 
différentes familles de E2, toutes partageant le même domaine d'environ 150 acides 
aminés. Typiquement, chaque E2 interagit avec plusieurs Iigases ce sont ces 
dernières qui forment finalement le lien covalent entre le substrat protéique et 
l'ubiquitine [6]. Ces ligases sont responsables de la reconnaissance spécifique des 
substrats du système de Pubiquitine et il en existe plus de 1000 chez l'humain [13]. 
C'est aussi à ce niveau que se situe la plus grande variété de structures. Ces enzymes 
peuvent être classées en 2 grandes familles: les E3 possédant un domaine HECT et les 
E3 possédant un domaine RING [1]. Les enzymes de la famille HECT possèdent un 
domaine homologue de 350 acides aminés contenant un résidu cystéine. L'ubiquitine 
est d'abord transférée de l'enzyme E2 sur cette cystéine et ensuite sur le substrat. Quant 
à elles, les enzymes de la famille RING ont un patron conservé de résidus histidines et 
cystéines formant une structure au centre de laquelle se lient possiblement deux cations 
zinc. Cette famille est en mesure de transférer directement l'ubiquitine, sans s'y lier, à 
des substrats divers ainsi qu'à d'autres protéines RING [14]. Les différentes étapes de là 
réaction enzymatique d'ubiquitination sont illustrées à la figure 1.3. 
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Figure 1.3 : Cascade enzymatique du système ubiquitine / protéasome. 
L'ubiquitine est d'abord activée par sa liaison sur l'enzyme El. Celle-ci transfère 
ensuite l'ubiquitine sur une enzyme E2 qui finalement interagit avec une enzyme 
E3. Si la E3 fait partie de la famille RING, l'ubiquitine est transmise directement 
sur la protéine cible alors que si l'enzyme E3 fait partie de la famille HECT, 
l'ubiquitine est d'abord liée sur l'enzyme pour ensuite se lier sur la protéine 
(inspiré de [15]). 
11 existe différents modes de reconnaissance et de régulation des substrats 
protéiques par les enzymes E3, par contre, pour la majorité des cas, le mécanisme précis 
est inconnu [1]. De façon générale, le système ubiquitine / protéasome peut être régulé 
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au niveau de l'ubiquitination ou au niveau ~e l'activité du protéasome. Il existe aussi 
des régulations plus spécifiques au niveau du substrat. Par exemple, certaines protéines 
doivent être phosphorylées avant d'être reconnues comme cible pour l'ubiquitination .. 
De plus, une protéine peut être reconnue par une séquence spécifique telle la boîte de 
destruction chez les cyclines mitotiques []]. Une protéine mal repliée, mutée ou 
anormale va aussi être efficacement ubiquitinée et dégradée par le protéasome. 
1.2.2.2. Enzymes de déubiquitination 
L'ubiquitination, tout comme la phosphorylation, est une modification réversible. 
En effet, de nombreuses enzymes de déubiquitination (DUB) sont actives dans la cellule. 
Ces protéases hydrolysent spécifiquement le lien amide immédiatement après 
l'extrémité -COOH du résidu glycine de l'ubiquitine. La majorité des DUB sont des 
protéases à cystéines, c'est-à-dire que l'activité enzymatique dépend d'une cystéine 
présente au site catalytique. La déprotonation de la cystéine est assistée par une 
histidine adjacente, elle-même polarisée par un résidu acide aspartique. Lors du clivage, 
le résidu cystéine réalise une attaque nucléophile sur le groupement carbonyle du lien 
peptidique entre l'ubiquitine et le substrat. L'intermédiaire, contenant un oxanion, est 
stabilisé dans le puits oxanion, constitué d'un résidu glutamine, acide glutamique ou 
asparagine. Le résultat de cette attaque est la libération du substrat et la formation d'un 
intermédiaire entre la DUB et l'ubiquitine. Cet intermédiaire réagit ensuite avec une 
molécule d'eau pour relâcher l'ubiquitine [16]. Il y a 5 grandes familles de DUB : les 
hydrolases ubiquitine C-terminal (UCH), les protéases ubiquitine-spécifique (USP ou 
UBP), les protéases du domaine protéique de la maladie Machado-Joseph (MJD), les 
protéases tumeur ovarien (OTU) et les protéases du motif JAMM. Chacun des membres 
de ces familles partagent une homologie de séquence. 
, Ces enzymes ont 4 fonctions majeures soit le clivage des polymères d'ubiquitines 
synthétisés par les ribosomes, l'édition, le recyclage et la rupture des chaînes 
d'ubiquitines libres [17]. D'abord, l'ubiquitine est encodée dans le génome sous forme 
de polyubiquitine ou d'une fusion avec les sous-unités S27 ou L40 du ribosome. Ainsi, 
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les DUB doivent libérer le monomère d'ubiquitine pour qu'il soit utilisé. La deuxième 
fonction, soit l'édition, consiste à renverser l'effet de l'ubiquitination avant l'action du 
signal. Le recyclage, quant à lui, fait référence à l'activité isopeptidase qui régénère des 
ubiquitines libres une fois l'action d'ubiquitination complétée. Finalement, la dernière 
fonction consiste à défaire les chaînes d'ubiquitines par des activités d'amidase ou 
d'estérase. Ce type de chaînes pourrait provenir d'attaques nucléophiles par de petites 
molécules intracellulaires, tel le glutathion, sur les intermédiaires thiol-ester formés 
entre l'ubiquitine et les El, E2 et E3 [17]. Ainsi, chacune des étapes illustrées à la 
figure 1.3 est réversible grâce aux DUB. La spécificité de ces enzymes repose sur la 
reconnaissance de la protéine ubiquitinée et l'ubiquitine mais aussi sur d'autres facteurs 
tels la localisation cellulaire et l'interaction avec des partenaires de liaison [16]. 
1.2.3. Description du système ubiquitine 1 protéasome 
Le système ubiquitine / protéasome est constitué principalement de 2 étapes. La 
première consiste à activer l'ubiquitine et à la lier sur une protéine cible tel que décrit 
dans la section précédente. La seconde étape consiste à livrer cette protéine ubiquitinée 
au protéasome 26S pour qu'elle y soit dégradée en peptides [1]. La reconnaissance d'un 
substrat ubiquitiné dépend de protéines liant l'ubiquitine aussi appelées récepteurs 
d'ubiquitine [13]. Ces protéines possèdent un petit domaine liant l'ubiquitine (UBD) qui 
interagit directement avec la mono-ubiquitine et/ou les chaînes de polyubiquitine. Tous 
les domaines UBD se lient sur le cœur hydrophobe de l'ubiquitine dont font partie la 
leucine 8 (L8), l'isoleucine 44 (144) et la valine 70 (V70) [18]. Ces 3 résidus sont 
illustrés en jaune sur la structure de l'ubiquitine de la figure 1.1 b). De nombreux 
. domaines ont été caractérisés et classés dans ce groupe dont le domaine associé à 
l'ubiquitine (UBA) et le motif interagissant avec l'ubiquitine (UlM). D'abord, le 
domaine UBA est formé de 3 hélices alpha compactes alors que le domaine UlM est 
formé d'une seule hélice alpha centrée autour d'un résidu alanine (figure 1.4 a) [19]. Ce 




Figure 1.4 : Structure tridimensionnelle des domaines UBD en complexe 
avec l'ubiquitine. a) Structure du domaine UBA. b) Structure du domaine UIM. 
c) Structure du domaine UIM sous forme double. La molécule de J'ubiquitine est 
illustrée en jaune avec le centre du cœur hydrophobe, L44, en vert. Les 
domaines UBD sont illustrés en bleu [19]. 
Ainsi, il a été démontré que les protéines Rad23 et Dsk2 possèdent des domaines 
UBA et interagissent avec le protéasome via un domaine UBL situé à leur extrémité N-
terminale [20]. Leur rôle serait donc de conduire les protéines ubiquitinées au 
protéasome. Rad23 possède 2 domaines UBA, UBA 1 est situé au centre de la protéine 
alors que UBA2 est situé à J'extrémité C-terminale [21]. Cette protéine interagit de 
façon sélective avec les chaînes d'ubiquitine liées par la K48 et a plus d'affinité pour 
une chaîne formée de 4 à 6 unités [21, 22]. Pour sa part, Dsk2 lie les chaînes 
polyubiquitinées sans spécificité pour un type de liaison, par exemple liées par la K48 ou 
la K63 [21]. Le domaine UBL adopte une structure tertiaire mimant l'ubiquitine ce qui 
lui permet d'interagir avec une sous-unité spécifique du protéasome. 
L'étape finale de ce système est donc la dégradation de la protéine ubiquitinée en 
acides aminés et en peptides par le protéasome 26S [1]. Les peptides peu vent être 
utilisés par le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Le protéasome est un 
complexe protéique ayant une structure modulaire fortement conservée à travers les 
espèces et très homogène parmi les eucaryotes [23]. Le protéasome est composé de 2 
sous-complexes majeurs: le complexe catalytique 20S et le complexe régulateur 19S. 
D'abord, le cœur catalytique 20S a une structure en baril formée de 4 anneaux dont les 2 
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anneaux du centre, les sous-unités bêta contiennent les sites actifs de protéolyse (figure 
1.5) [1]. Les 2 anneaux situés aux extrémités sont formés des sous-unités alpha et 
constituent la barrière à franchir pour les substrats destinés à être dégradés. 
Complexe régulateur 195 
Complexe catalytique 20S J 
Complexe régulateur 195 
Base 
} Couverde 
] Sous-unités alpha 
} Sous-unités bêta 
J- SoUs-unités alpha 
Figure 1.5 : Représentation du protéasome 268. 
Pour sa part, le complexe régulateur 19S est situé à l'une ou l'autre extrémité du 
complexe 20S et peut lui-même être divisé en 2 parties: la base et le couvercle [23]. La 
base est formée de 6 sous-unités ATPases (Rptl-6) et de 3 sous-unités non-ATPases 
(Rpnl, Rpn2 et Rpnl0). Le couvercle est composé de 8 sous-unités non-ATPases 
(Rpn3, -5, -6, -7, -8, -9, -11, -12). Les sous-unités ATPases ont pour fonction de déplier 
les substrats et de les transmettre au complexe 20S. Un des rôles importants du 
complexe régulateur est de reconnaître les protéines ubiquitinées et d'autres substrats 
potentiels du protéasome [1]. Ainsi, la sous-unité RpnlO est en mesure de lier les 
chaînes polyubiquitine d'une protéine ubiquitinée [24]. C'est aussi au niveau de cette 
sous-unité que Rad23 et Dsk2 interagissent avec le protéasome via leur domaine UBL 
[25]. 
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Afin d'étudier plus en détails le protéasome, des inhibiteurs ont été mis au point. 
Ces composés chimiques de faibles masses moléculaires entrent efficacement dans la 
cellule et inhibent sélectivement le protéasome [26]. Les plus couramment utilisés sont 
des peptides aldéhyques, par exemple le carbobenzoxy-Ieucinyl-Ieucinyl-Ieucinal 
(MG 132) ou le carboxybenzoxy-Ieucinyl-Ieucinyl-norvalinal (MG 115), qui constituent 
des analogues de substrats ou des inhibiteurs de l'état de transition de la réaction 
enzymatique du protéasome (figure 1.6) [26]. Lorsque ces inhibiteurs sont utilisés, les 
protéines ubiquitinées, cibles du protéasome, vont s'accumuler de façon significative. 
Ainsi, des protéines ayant des défauts de structures, de courtes ou longues demi-vies 
ainsi que des protéines associées au réticulum endoplasmique ne seront pas dégradées 
[26]. 
a) b) 
Figure 1.6: Structures chimiques d'inhibiteurs du protéasome. a) MG132 
b) MG115 
1.3. Étude des protéines ubiquitinées par spectrométrie de masse 
1.3.1. Méthodes de purification des protéines ubiquitinées 
L'étude des protéines ubiquitinées est un domaine en plein essor depuis quelques 
années et de nombreuses stratégies protéomiques ont été mises au point dans l'espoir de 
mieux caractériser ce système d'une grande complexité. Toutefois, l'abondance des 
protéines ubiquitinées est généralement trop faible pour que ces dernières soient 
détectées sans enrichissement. Ceci est causé par leur dégradation rapide par le 
protéasome et la présence des DUB. Ainsi, la majorité des études font appel à des 
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inhibiteurs du protéasome et à des inhibiteurs d'isopeptidases tels le N-éthylmaléimide 
(NEM) oU l'iodoacétamide [27], [28]. Une fois les protéines ubiquitinées en plus grande 
concentration dans la cellule, il est possible de procéder à leur purification. Pour ce 
faire, il existe différentes méthodes de purification que l'on peut classer en 4 catégories: 
méthodes utilisant une forme modifiée de l'ubiquitine, un anticorps anti-ubiquitine, une 








Figure 1.7: Approches de purification des protéines ubiquitinées. 
a) Méthode utilisant une forme 6xHis-ubiquitine et une purification lMAC. 
b) Méthode utilisant une protéine possédant un domaine liant l'ubiquitine. 
c) Méthode utilisant un anticorps anti-ubiquitine. d) Méthode utilisant un 
domaine UBD (inspiré de [29]). 
1.3.1.1. Utilisation d'uneforme modifiée de l'ubiquitine 
La première catégorie de méthodes d'enrichissement fait appel à une forme 
modifiée par un épitope de l'ubiquitine. Un épitope est en fait une séquence d'acides 
aminés de longueur variable reconnu par un anticorps. Les épitopes hexa- ou octa-
histidine (6xHis, 8xHis), hémaglutinine du virus de l'influenza (HA) et myc (Glu-Gln-
Lys-L,eu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu) ont été utilisés pour l'étude des protéines 
ubiquitinées [29]. Il Y a d'abord une étape de modification génétique du modèle étudié 
suivi d'une immunoprécipitation avec l'anticorps correspondant. Lorsque l'épitope 
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utilisé est 6xHis ou 8xHis, la purification se fait par chromatographie d'affinité sur métal 
immobilisé (IMAC) à l'aide de billes sur lesquelles sont immobilisés des groupements 
nickel-acide nitriloacétique (Ni-NT A) [30]. Chez la levure, une souche mutante est 
créée par délétion de tous les gènes codant pour l'ubiquitine et en introduisant un 
plasmide d'ADN codant pour la forme modifiée de l'ubiquitine [9]. Ainsi, la seule 
forme d'ubiquitine exprimée est celle modifiée par l'épitope choisi. Chez des cellules 
eucaryotes, il faut recourir à la transfection stable ou transitoire. La transfection est un 
processus de transfert de gènes, c'est-à-dire qu'il y a introduction d'ADN exogène dans 
les cellules. L'ADN est habituellement sous forme de plasmide d'ADN superenroulé et 
entre dans la cellule suite à l'ouverture transitoire de pores dans la membrane cellulaire. 
Lors d'une transfection transitoire, l'ADN introduit sera perdu lors de la division 
cellulaire [31]. 
Afin d'augmenter la spécificité de l'approche, il est possible d'utiliser 2 épi topes 
selon 2 stratégies différentes. La plus simple consiste à exprimer une forme contenant 2 
épitopes sur l'ubiquitine, par exemple 6xHis-biotine-ubiquitine [32]. Dans ce cas, la 
purification se fait à l'aide de 2 colonnes successives. La deuxième stratégie est appelée 
purification par affinité en parallèle et est basée sur la co-expression de 2 formes 
modifiées d'ubiquitine soit une forme 8xHis-ubiquitine et une forme Flag-ubiquitine 
[33]. Ce dernier étant un petit peptide de 8 acides aminés: DYKDDDDK [34]. De cette 
façon, les chaînes d'ubiquitines vont être composées des 2 épitopes. Ceci permet 
d'éliminer les protéines mono-ubiquitinées et les protéines contaminantes puisque 2 
colonnes de purification sont utilisées dont la première est sous conditions dénaturantes 
afin de défaire les complexes. 
Une dérivation chimique peut aussi être couplée avec une transfection telle que 
proposée par Jeon et al. [35]. Les cellules étudiées sont d'abord transfectées avec une 
forme 8xHis de l'ubiquitine suivie d'une étape de clivage chimique avec le bromure de 
cyanogène qui produit des polypeptides tout en laissant intacte l'ubiquitine. Ce réactif 
clive le lien peptidique à l'extrémité C-terminale des méthionines. Puisque l'ubiquitine 
possède une seule méthionine en position 1 de sa séquence, la presque totalité de sa 
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structure est conservée. Ensuite, il est possible d'utiliser une colonne de nickel pour 
purifier les protéines ubiquitinées. Cette stratégie pennettrait de réduire la présence de 
protéines fortement abondantes. 
La possibilité d'affecter l'équilibre naturel de l'ubiquitination en surexprimant la 
fonne modifiée d'ubiquitine est le désavantage de cette approche [36]. En effet, 
l'impact sur les enzymes d'ubiquitination à savoir leur efficacité à utiliser la fonne 
modifiée de l'ubiquitine est inconnu [37]. De plus, puisqu'il faut modifier 
génétiquement le modèle, il est impossible d'étudier des échantillons cliniques. 
1.3.1.2. Utilisation d'un anticorps anti-ubiquitine 
La méthode développée par Vasilescu et al. afin d'éviter les désavantages de la 
transfection est simplement l'utilisation d'un anticorps anti-ubiquitine [38]. Le lysat 
cellulaire, traité par un inhibiteur du protéasome, est incubé avec des billes d'anticorps 
anti-ubiquitine. Suite à des lavages, les protéines liées sont éluées et analysées. Ainsi, 
tous les modèles biologiques peuvent être étudiés. Pour des études à grande échelle, 
cette approche est toutefois coûteuse car elle nécessite de grandes quantités d'anticorps. 
De plus, la purification a lieu en conditions natives, ce qui conduit aussi à la purification 
de protéines interagissant avec les protéines ubiquitinées. Une façon de limiter la 
présence de ces protéines est d'effectuer la lyse en présence de 8 M d'urée pour briser 
les complexes protéiques suivi d'une renaturation en diluant l'échantillon à 4 M d'urée. 
Cette stratégie a été utilisée chez des cellules humaines et a pennis l'identification de 
345 protéines dans la condition dénaturante alors que 325 protéines sont identifiées 
seulement dans la condition native [39]. Ces dernières correspondent possiblement aux 
protéines associées aux protéines ubiquitinées. 
1.3.1.3. Utilisation d'une protéine liant l'ubiquitine 
Exploiter l'affinité naturelle des protéines liant l'ubiquitine constitue une 
méthode ne nécessitant aucune transfection et offrant de nombreuses possibilités. En 
16 
effet, ce concept peut utiliser plusieurs récepteurs d'ubiquitine, par exemple, RpnlO, 
Rad23 ou Dsk2 [40], [28]. Ces protéines possèdent différents domaines UBD. Cette 
méthode consiste à produire en bactéries une protéine de fusion avec la S-transférase 
glutathion (GST) en transformant les bactéries de façon à ce qu'elles expriment cette 
protéine de fusion. La protéine produite est ensuite purifiée sur billes glutathion en 
incubant le lysat bactérien avec ce type de billes ayant une forte interaction pour la GST. 
Par la suite, les protéines ubiquitinées d'un échantillon sont purifiées en incubant ces 
billes avec le lysat cellulaire. 
Selon les caractéristiques de la protéine utilisée, les protéines ubiquitinées 
purifiées seront majoritairement des protéines polyubiquitinées modifiées par un certain 
type de chaînes d'ubiquitines, par exemple liées par la K48. Une grande attention doit 
toutefois être portée aux faux négatifs puisque des protéines interagissant avec les 
protéines ubiquitinées seront aussi identifiées lors d'une purification en conditions 
natives. Afin de limiter les contaminations, cette stratégie peut aussi être couplée à 
l'utilisation d'une forme modifiée d'ubiquitine [28]. Ainsi, la première colonne, en 
conditions natives, enrichit spécifiquement les protéines ubiquitinées alors que la 
deuxième colonne se fait en conditions dénaturantes afin de réduire le nombre de 
protéines contaminantes. 
1.3.1.4. Utilisation d'un domaine liant l'ubiquitine 
Une variante de la stratégie précédente est d'utiliser seulement le domaine UBD 
et non la protéine complète. Dans certains cas, le domaine isolé aurait une affinité plus 
grande pour les protéines ubiquitinées [29]. Par contre, l'utilisation du domaine seul 
diminue la spécificité pour une structure de chaînes d'ubiquitines particulière. Cette 
méthode a été utilisée pour étudier l'ubiquitination chez la plante à l'aide du domaine 
UlM de l'homologue de RpnlO [41]. Afin d'identifier les protéines co-purifiantes des 
protéines ubiquitinées, l'analyse se fait en comparant les protéines identifiées par une 
purification sur colonne d'affinité GST-RpnlO avec celles identifiées sur colonne GST 
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seule. Les protéines identifiées dans les 2 échantillons sont donc considérées comme 
contaminantes. 
Dans la présente étude, les stratégies de purification décrites aux sections 1.3.1.1 
et 1.3.1.4 ont été utilisées. 
1.3.2. Méthodes de séparation 
Une fois l'échantillon enrichi en protéines ubiquitinées, sa complexité est très 
grande et une méthode de séparation est nécessaire avant son analyse en spectrométrie 
de masse. La technique classique de biologie moléculaire est l'utilisation de 
l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). Cette techniqùe consiste à 
faire migrer, sous un champ électrique, les échantillons à travers un gel de 
polyacrylamide de porosité désirée en présence d'environ 0,1% dodécylsulfate de 
sodiu~ (SDS) [42J. Le SDS est aussi inclus dans la préparation de l'échantillon et 
assure une charge constante par unité de masse en se liant sur les zones hydrophobes des 
protéines. Ainsi la séparation est reliée directement au poids moléculaire des protéines. 
Lorsque cette technique est utilisée, la digestion trypsique se fait à l'intérieur du gel. 
Les peptides possèdent des efficacités d'élution du gel variables ce qui constitue un 
désavantage. La séparation sur gel possède aussi une échelle dynamique limitée et n'est 
pas appropriée pour des protéines de hauts ou faibles poids moléculaires [43J. 
Le couplage de la chromatographie liquide capillaire au spectromètre de masse a 
permis l'analyse directe et avec une grande efficacité de mélanges protéiques 
complexes. Cette chromatographie peut se faire à une dime,nsion (nanoLC-MS) ou à 
deux dimensions (nanoLC/LC-MS) [44]. Pour un échantillon d'une complexité réduite, 
la nanoLC-MS est suffisante. Par contre, pour un échantillon de grande complexité, une 
séparation orthogonale est nécessaire afin de mieux résoudre les peptides et d'augmenter 
la détection de peptides de faible abondance [44]. La chromatographie liquide à 2 
dimensions (2D-LC) peut être réalisée en mode continu ou discontinu. Pour l'approche 
en continu, le mélange de peptides acidifiés est injecté sur une colonne 
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chromatographique échangeuse de cations à forte interaction (SCX) et les peptides sont 
élués par paliers vers la colonne de phase inverse (RF) en utilisant des solutions salines 
de concentrations croissantes. Les peptides sont ensuite élués de la colonne RP par un 
gradient d'acétonitrile et analysés par spectrométrie de masse en tandem [45]. Cette 
approche peut être complètement automatisée et la détection de protéines de faible 
abondance est améliorée comparativement à l'approche nanoLC-MS [44]. 
La chromatographie nanoLC/LC-MS en mode discontinu est réalisée en injectant 
le mélange acidifié de peptides sur une colonne SCX suivi d'une élution avec un 
gradient linéaire de solutions salines progressivement plus concentrées. Les fractions 
sont collectées habituellement à chaque minute pour être ensuite réduites en volume et 
analysées individuellement par LC-MS [45]. Cette technique possède plusieurs 
avantages notamment, une meilleure séparation des peptides par un gradient linéaire au 
lieu d'une élution multi-paliers de solutions salines et une possibilité de collecter plus de 
fractions. 
1.3.3. Méthodes d'identification des sites d'ubiquitination 
L'identification des protéines ubiquitinées présentes dans la cellule suite à 
certains traitements ou maladies apporte une compréhension certaine de ce système, 
néanmoins la détennination des sites d'ubiquitination précis pennet une étude plus 
approfondie. La méthode traditionnelle pour identifier ces sites est longue et laborieuse 
puisqu'il s'agit de muter individuellement les acides aminés et de détecter l'effet sur la 
protéine [46], [47]. La spectrométrie de masse en tandem pennet une analyse beaucoup 
plus rapide et efficace. De plus, l'identification du site d'ubiquitination est 
habituellement la stratégie adoptée pour confinner l'ubiquitination des protéines 
identifiées lors d'étude à grande. échelle d'un échantillon enrichi en protéines 
ubiquitinées [48]. 
L'identification du site d'ubiquitination par MSIMS se fait grâce à l'adduit 
diglycine (-00) de l'ubiquitine sur la lysine modifiée du substrat suite à une digestion 
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trypsique (figure 1.8 a) [4]. De manière générale, la trypsine n'est pas en mesure de 
cliver le lien au niveau d'une lysine modifiée. Ainsi, cet adduit cause une augmentation 
de masse de 114,043 Da sur le peptide porteur du site. En ajoutant un site de défaut de 
coupure et une augmentation de masse sur une lysine dans les paramètres de recherche 
des spectres MS/MS, il est possible d'identifier les sites d'ubiquitination [49][47]. Il 
serait aussi possible d'observer un adduit plus long, -LRGG, provenant d'un deuxième 
défaut de coupure, cette fois au niveau de l'ubiquitine [50]. Il faut toutefois être prudent 
dans l'interprétation des résultats donnés par l'algorithme de recherche puisque de 
mauvaises identifications sont possibles. Il peut y avoir des erreurs dans l'assignation 
lorsqu'il y a plusieurs lysines à l'intérieur du peptide ou des résidus ayant une masse 
similaire à l'adduit -GG, par exemple isoleucine (113,2 Da), leucine (113,2 Da), 
asparagine (114,1 Da) ou acide aspartique (115,1 Da) situés près des extrémités du 
peptide (figure 1.8 b) [4]. 
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Figure 1.8 : Détermination des sites d'ubiquitination suite à une digestion 
trypsique. a) Défaut de coupure de la trypsine suite à la digestion d'une protéine 
ubiquitinée b) Erreurs d'assignation possibles de l'adduit diglycine causé par la 
présence d'acides aminés ayant une masse similaire à l'adduit di glycine. Où X 
représente un acide aminé quelconque et les flèches les sites de coupure 
trypsique (inspiré de [4]). 
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L'identification des sites d'ubiquitination demeure tout de même un défi puisque 
le peptide portant le site est en faible abondance parmi tous les peptides présents dans un 
échantillon enrichi. De plus, il est pratiquement impossible d'identifier 100% de la 
séquence par MSIMS et parfois, le peptide portant l'adduit diglycine n'est tout 
simplement pas séquencé [48] En effet, lors d'une étude à grande échelle chez la levure, 
un faible nombre de peptides avec le motif -GG ont été séquencés. Ces peptides 
correspondaient à seulement 10% des protéines identifiées [9]. Quelques stratégies sont 
disponibles pour faciliter la détection des peptides modifiés. 
D'abord, il est possible de dériver chimiquement les extrémités N-terminales des 
peptides par une sulfonation avec un groupement 4-sulfophényl-isothiocyanate (SPITC) 
[51]. L'analyse MSIMS d'un peptide trypsique portant un adduit -GG et ayant subi une 
sulfonation révèle une distribution spécifique de fragments. Le spectre est composé de 
fragments signatures de l'adduit diglycine et des fragments courants permettant le 
séquençage du peptide et la localisation du site d'ubiquitination [52]. Par contre, cette 
approche n'a été démontrée que pour des peptides synthétiques jusqu'à maintenant, de 
plus, l'efficacité de dérivation varie selon les peptides. 
Les différents instruments hybrides permettent aussi d'améliorer la détermination 
des sites d'ubiquitination. Par exemple, la très grande résolution du spectromètre de 
masse à résonance ionique cyclotronique à Transformée de Fourier (FT-ICR) est utilisée 
pour identifier des sites d'ubiquitination par injection directe. L'approche a été 
démontrée à l'aide d'un mélange trypsique simple [46]. De plus, une analyse ciblée par 
multiples fragmentations sélectives (MRM) sur un spectromètre de masse triple 
quadrupôle pourrait apporter une solution. En effet, l'utilité d'une analyse MRM dans 
l'identification des sites ubiquitinés a été démontrée à l'aide d'une protéine ubiquitinée 
in vitr(J [53]. À partir de la séquence de la protéine, un logiciel spécialisé, le MIDAS 
Workflow Designer, génère toutes les transitions MRM possibles pour des peptides 
ubiquitinés. Ainsi, lorsque l'instrument détecte un signal MRM de cette liste, un spectre 
MSIMS est enregistré. L'identification des sites est donc facilitée. Par contre, cette 
approche n'a été démontrée que sur une seule protéine. 
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Pour résumer, la spectrométrie de masse est une méthode très efficace pour 
étudier les protéines ubiquitinées à l'échelle du protéome et identifier leurs sites de 
modification. Malgré cela, la faible abondance des protéines ubiquitinées dans la cellule 
nécessite l'utilisation de différents inhibiteurs ainsi que des stratégies de purification. 
L'utilisation d'une forme modifiée de l'ubiquitine, l'uti'isation d'anticorps ou de 
protéines possédant des domaines liant l'ubiquitine permettent d'augmenter la 
proportion de protéines ubiquitinées dans un échantillon. Le choix de la méthode 
dépend toutefois du type de modèle biqlogique étudié, ,de la quantité de protéines 
disponible ainsi que de l'objectif précis de l'étude. La spectrométrie de masse permet 
aussi d'identifier les sites d'ubiquitination, par contre, le taux d'identification est 
relativement faible jusqu'à ce jour. La spectrométrie de masse s'est tout de même 
révélée être un outil indispensable pour la caractérisation en profondeur de 
l'ubiquitination des protéines [4]. 
1.4. Spectrométrie de masse 
Le spectromètre de masse (MS) est un instrument qui permet de déterminer la 
masse moléculaire et la structure des protéines, drogues, macromolécules et 
oligonucléotides [54]. Par définition, un spectromètre de masse est formé d'un système 
d'introduction de l'échantillon, d'une source d'ion, d'un analyseur de masse et d'un 
détecteur (figure 1.9) [55]. Après ionisation dans la source, les ions voyagent vers 
l'analyseur de masse et sont séparés selon leur rapport masse sur charge (m1z). Les ions 
atteignent ensuite le détecteur dont le rôle est de convertir ce courant ionique en un 
signal mesurable afin de générer les spectres m/z [56]. L'ionisation par nébulisation 
électrostatique (ESI) et l'ionisation par désorption laser avec matrice (MALOI) sont les 
deux techniques d'ionisation les plus courantes pour les protéines et les peptides [55]. 
Intr9duction de l'échantillon 
(GC, CE, HPLC, injection directe) 
j 
Source d'ionisation Analyseur(s) de masse 
(ESI, MALDI) ~ (Trappe ionique, Quadmpole, 




~ multiplic'ateur d'électrons, 
détecteur à microcanaùx) 
j 
Traitement de doimées 
Figure 1.9: Composantes principales d'un spectromètre de masse. 
L'approche protéomique courante pour des mélanges peu complexes consiste à 
digérer les protéines et à séparer par chromatographie liquide à haute performance 
(HPLC) les peptides résultants sur une colonne de phase inverse C18 directement reliée 
au spectromètre de masse. L'enzyme la plus couramment utilisée lors des études 
protéomiques à grande échelle est la trypsine [55]. Cette protéase est très spécifique et 
brise le lien peptidique à l'extrémité C-terminale de l'arginine et de la lysine sauf s'ils 
sont suivis d'une proline [57]. Finalement, les peptides sont ionisés et séquencés par 
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) [58]. En effet, les spectromètres de masse 
combinant plusieurs analyseurs en série permettent d'obtenir un spectre de masse 
résultant de la fragmentation d'un ion sélectionné dans le" premier analyseur, plus 
communément appelé spectre de fragments [56]. Plusieurs spectromètres de masse 
hybrides sont disponibles commercialement, notamment, le quadrupôle triple, l'hybride 
quadrupôle triple / trappe ionique linéaire (Q-Trap), l'hybride quadrupôle / temps· de vol 
(Q-TOF), l'hybride ionisation par désorption laser avec matrice / temps de vol (MALDI-
TOF), résonance ionique cyclotronique à Transformée de Fourier (FT-ICR) ainsi que 
l'hybride quadrupôle trappe ionique linéaire / Orbitrap (LTQ-Orbitrap). Chacun de ses 
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instruments possède des, avantages ainsi que des applications dans le domaine de la 
spectrométrie de masse. 
1.4.1. Ionisation par nébulisation électrostatique 
L'ionisation par nébulisation électrostatique (ESI) est la méthode de choix pour 
l'analyse de mélanges complexes [55]. Cette technique d'ionisation à pression 
atmosphérique a été développée par Fenn et al. pour les petites molécules et par la suite 
pour les protéines [59]. L'ESI ne nécessite aucun tampon ou matrice et cet avantage a 
permis son couplage avec l'électrophorèse capillaire et les techniques de 
chromatographie à haute pression (HPLC) [60]. 
L'interface à pression atmosphérique d'une source ESI est formée d'un capillaire 
sur lequel est appliqué un voltage élevé (2-3 kV) (figure 1.10) [61]. L'application de ce 
champ électrique conduit à la formation d'un fin pinceau de gouttelettes chargées à 
l'extrémité du capillaire appelé cône de Taylor. Il y a ensuite évaporation du solvant et 
collision avec les molécules environnantes ce qui cause une diminution de la taille des 
gouttelettes et donc une accumulation de charges. Une explosion coulombique survient 
lorsque la micro-gouttelette atteint la limite 'de Rayleigh, c'est-à-dire au moment où les 
forces associées au champ électrostatique sont supérieures aux forces de cohésion 
maintenant l'intégrité physique de la gouttelette [56]. 
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Figure 1.10 : Principe de l'ionisation par nébulisa,tion électrostatique. 
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L'efficacité de l'ionisation dépend du voltage appliqué, du débit de l'échantillon 
et de la taille de l'émetteur. Cette source conventionnelle a été l'inspiration pour la mise 
au point d'une source d'ions par nébulisation nano-électrostatique dans lequel le débit de 
l'échantillon est de 600 nLimin et l'orifice du capillaire est de 20 j..lm. Ces 
caractéristiques réduisent la taille des gouttelettes et augmentent ainsi l'efficacité 
d'ionisation de 2 ordres de grandeur comparativement aux sources ESI conventionnelles 
[59]. De façon générale, l'ionisation par nébulisation électrostatique produit des ions 
multiplement chargés en continu et peut être couplée à une multitude d'analyseurs de 
masse. 
1.4.2. Spectromètre de masse L TQ-Orbitrap 
Les avancées de la recherche dans les domaines de la protéomique et de la 
biologie en général requièrent des MS toujours plus puissants mais ayant un coût 
abordable et de faibles contraintes logistiques. Ainsi, les progrès rapides dans le 
domaine de la protéomique dépendent de la performance des spectromètres de masse. 
Récemment, Makarov et al. ont mis au point le L TQ-Orbitràp, un instrument hybride qui 
combine une précision de masse de l'ordre du ppm et une haute résolution, le tout 
compatible avec l'échelle de temps d'une séparation de nano-chromatographie liquide 
(nano-LC) [62]. La partie Orbitrap est une trappe électrostatique formée d'électrodes 
centrale et externe sur laquelle est appliquée une différence de potentiel (figure 1.11) 
[63]. 
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Entrée des ions 
Trajectoire des ions 
Figure 1.11 : Vue en coupe de l'analyseur de masse Orbitrap. Électrode 
centrale (a), électrode externe (b), anneau de céramique isolante (c) [62]. 
Les ions sont injectés avec une certaine vitesse perpendiculairement à l'axe de 
l'électrode centrale et ils entrent alors en un mouvement formé d'oscillations axiales et 
de rotations autour de l'électrode centrale. Des ions de même rapport mJz vont osciller 
ensemble le long de l'axe z et le demeurer pour de nombreuses oscillations [64]. La 
fréquence de ces oscillations axiales ({tJ) est liée au rapport mJz et à une constante (k) 
selon l'équation suivante: 
Équation 5.1 
Le courant induit par ces ions est mesuré différentiellement entre les deux 
moitiés de l'électrode externe. Une transformée de Fourier est ensuite utilisée pour 
convertir ce courant image en fréquences, dont sont déduites les masses, et en intensités. 
Ce traitement mathématique permet ainsi de produire le spectre de masse [62]. 
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Ce concept permet à l'Orbitrap d'avoir une précision de masse et une haute 
résolution similaire au Fr-ICR [62] . L'Orbitrap possède une précision de masse de 
moins de 2 ppm, une grande gamme dynamique (-5000) et une résolution de 100000 
pour un mlz de 400 [62],[65]. 
Le couplage de l'Orbitrap avec une trappe linéaire quadripolaire (LTQ) permet 
d'avoir un instrument rapide et de haute résolution pour les spectres MS et d'une grande 
sensibilité pour les spectres MS n [62]. L'instrument hybride résultant est appelé un 
LTQ-Orbitrap (figure 1.12). 
Source ESI 
Figure 1.12 : Spectromètre de masse LTQ-Orbitrap (Thermo Electron) 
couplé à un système nano de chromatographie liquide (Eksigent) avec un 
échantillonneur automatique Spark-Holland (Thermo Electron). 
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Cet instrument est composé de 3 éléments majeurs: la trappe ionique linéaire 
quadripolaire, la trappe C et l'analyseur de masse Orbitrap (figure 1.13). La 
configuration habituellement utilisée pour des études protéomiques est la suivante : les 
spectres MSIMS sont enregistrés par la trappe ionique linéaire à raison de 3 à 5 spectres 
par secondes alors qu'un spectre MS de haute résolution est acquis pour chacun des 
précurseurs dans l'Orbitrap [62]. La trappe C est utilisée comme lieu de remplissage 
d'ions d'intérêt par la trappe linéaire avant l'injection dans l'Orbitrap [65]. 
Figure 1.13 : Schéma des composantes du LTQ-Orbitrap [62]. 
1.4.3. Spectrométrie de masse en tandem 
Les applications de la spectrométrie de masse sont multiples, notamment pour 
élucider la structure de composés chimiques, déterminer des compositions élémentaires 
et bien sur, déterminer la séquence d'un peptide [56]. Brièvement, cela consiste à isoler 
un ion d'intérêt, l'ion précurseur, dans un analyseur et à lui faire subir une fragmentation 
qui produira des ions et des fragments neutres. Cette fragmentation est normalement 
déclenchée par collision avec un gaz neutre inerte, par exemple l'azote ou l'argon [66]. 
L'ion absorbe l'énergie cinétique ce qui induit le bris des liens peptidiques et conduit à 
la formation d'ions. Ces fragments sont ensuite séparés selon leur rapport mlz par 
l'analyseur de masse ce qui produit un spectre MSIMS de l'ion précurseur fragmenté 
[54]. 
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Les 3 liens peptidiques (NH-CH, CH-CO et CO-NH) peuvent fragmenter selon 
les paramètres du spectromètre de masse. Lors de la rupture du lien, 2 fragments sont 
crées dont l'un porte une charge positive et l'a~tre est neutre. La charge sera conservée 
par la plus nucléophile des 2 espèces [54]. Il Y a donc 6 fragmentations possibles: les 
ions a, b et c lorsque la charge est retenue sur l'extrémité N-terminale et x, y et z lorsque 
la charge est retenue sur l'extrémité C-terminale. Puisque la fragmentation des ions de 
types b et y requière moins d'énergie, ces ions sont les plus fréquemment observés 
(figure 1.14) [54]. 
Figure 1.14 : Formation des ions y et b par fragmentation des peptides à basse 
énergie de collision [?6]. 
Les spectres MS/MS peuvent être interprétés manuellement ou à l'aide de 
différents algorithmes, tels Mascot, Sequest et ProteinProspector, qui tentent de trouver 
une correspondance entre les ions produits et ceux de spectres MS/MS théoriques 
provenant de banques de données de protéines [66]. Le succès de l'interprétation 
manuelle ou séquençage de novo dépend beaucoup de la résolution et de la précision de 
masse de l'instrument utilisé. 
1.4.4. Traitement des données menant à l'identification des protéines 
lAA.l. Recherche dans les bases de données à l'aide de Mascot 
Chaque analyse par spectrométrie de masse génère une quantité importante de 
spectres MS/MS et différents outils bioinformatiques ont été développés afin d'identifier 
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les peptides correspondants [67]. Mascot, développé par Matrix Science 
(http://www.matrixscience.com ), est un de ces outils couramment utilisés dans les 
études protéomiques pour interpréter les spectres MS/MS [66]. Le principe de Mascot 
consiste à comparer le patron de fragmentation théorique de chaque peptide contenu 
dans une base de données avec le spectre MS/MS observé lors de l'analyse [68]. La 
séquence peptidique résultante est accompagnée d'un score selon le niveau de confiance 
de l'algorithme qui considère différents facteurs tels la précision de masse et la 
résolution des spectres. Avant de débuter la recherche Mascot, l'utilisateur doit définir 
des paramètres de l'expérience afin de minimiser le taux de faux positifs, spécialement 
pour les analyses protéomiques à grande échelle (figure 1.15). 
MASCOT MS/MS Ions Seorch 
Figure 1.15 : Page de recherche de l'outil Masèot illustrant les différents 
paramètres de recherche à fixer. 
La première étape consiste à soumettre au serveur Mascot le fichier de tous les 
spectres MS/MS des analyses contenant les ions fragments avec leur m1z, leurs temps de 
rétention et leurs intensités. Il est possible de créer un fichier contenant toutes les 
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fractions d'une analyse par 2D-LC. Ensuite, la base de données appropriée est 
sélectionnée panni les choix: MSDB, IPI (International Protein Index), Swiss Prot et 
Centre national de l'infonnation biotechnologique (NCBI), et l'espèce est détenninée 
selon l'expérience. Chaque base de données possède des caractéristiques propres, par 
exemple la base de données Swiss Prot est fonnée d'environ 12 000 entrées et possède 
un faible niveau de redondance panni les séquences alors que celle de NCBI est fonnée 
de plus de 115000 séquences mais a un haut degré de redondance [67]. La base de 
données IPI a été choisie pour le projet présenté ici puisqu'elle possède le meilleur 
compromis concernant le niveau de redondance associé au nombre de séquences soit 
environ 49 000. L'utilisateur doit aussi définir l'enzyme de digestion utilisée lors de la 
préparation de l'échantillon, le nombre de défaut de coupure pennis ainsi que les 
modifications fixes et variables. Finalement, la précision de l'analyseur de masse pour 
les spectres MS et MS/MS est choisie afin de fixer une échelle de tolérance sur la masse 
et ainsi avoir un niveau de confiance sur le peptide identifié. Le résultat fourni par 
Mascot consiste en une liste de peptides avec la protéine correspondante, la valeur mlz, 
la charge, le temps de rétention et le score Mascot. 
Globalement, Mascot constitue un outil rapide et efficace pour l'identification de 
protéines à grande échelle. Il faut toutefois interpréter la liste de protéines prudemment 
puisqu'un même peptide peut appartenir à des protéines ou isofonnes différents et qu'il 
y a parfois une grande homologie de séquence entre 2 peptides [67]. De plus, certains 
peptides ne seront pas assignés car leurs spectres MSIMS sont de faible intensité ou il y 
a eu substitution d'acides aminés dans leur séquence ou présence d'une modification 
post-traductionnelle inhabituelle. Il y a aussi un certain taux d'identifications erronées 
puisque le meilleur candidat selon Mascot n'est pas nécessairement le vrai peptide. 
Toutefois, il est possible de détenniner le taux de faux positifs associés aux résultats à 
l'aide de l'approche des bases de données nonnales et inversées [68]. Le principe est 
simple et il consiste à créer une base de données fonnée des séquences peptidiques de la 
base de données nonnales et inverses où, pour chaque peptide, l'ordre des acides aminés 
est inversé, l'extrémité C-tenninale devenant l'extrémité N-tenninale [45]. Ainsi, les 
identifications aléatoires (faux positifs) devraient être présentes avec la même fréquence 
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dans les bases de données normale ou inversée. De là, il est possible de calculer le taux 
de faux positifs : FP = nombre de peptides assignés dans la base de données inverse / 
nombre de peptides assignés dans la base de données normale [69]. 
10404.2. Regroupement et alignement des peptides à l'aide de MassSense 
La protéomique s'intéresse fréquemment à comparer les changements 
d'abondance des protéines d'un système afin de donner une vue générale de l'expression 
des protéines dans la cellule suite à une maladie ou à un traitement chimique. Ceci 
nécessite des analyses précises et sensibles ainsi qu'une quantification de l'abondance 
des protéines [70]. Pour ce faire, il existe différentes méthodes basées sur des mesures 
rebltives ou absolues et impliquant ou non une dérivation. MassSense est une suite de 
logiciels bioinformatiques qui permettent la détection de peptides non dérivés ainsi que 
des analyses de regroupements similaires à travers des jeux de données de LC-MS ou 
LC/LC-MS sur différents spectromètres de masse [71]. 
Les étapes suivies par MassSense sont les suivantes: d'abord les pICS sont 
détectés dans chaque spectre de masse, ensuite ils sont regroupés à partir des spectres de 
masse consécutifs sur la base de leur profil d'élution, les ions isotopiques d'un même 
peptide sont regroupés et finalement les peptides candidats sont sélectionnés [71]. De 
cette façon, des cartes peptidiques avec 4 coordonnées: rapport mlz, temps de rétention 













Figure 1.16: Carte peptidique générée par MassSense à partir des données 
brutes du MS. L'intensité des peptides est représentée par un gradient de 
couleurs allant du jaune (forte abondance), au noir (faible abondance). Les 
charges des peptides sont représentées par différents symboles: le cercle 
correspond aux ions simplement chargés, la croix correspond aux doublements 
chargés, le triangle aux triplements chargés, le carré aux quadruplements chargés 
et le pentagone aux quintuplements chargés. 
De plus, un fichier excel des valeurs mJz, Tr, intensités et scores MassSense pour 
chaque peptide est généré. La validation manuelle de cette approche a pennis de 
déterminer un taux de faux positifs et de faux négatifs de 7,4% et 4,2% respectivement. 
Les erreurs de détection sont généralement attribuées à des peptides co-éluants et donc 
pas complètement résolus et à de mauvaises identifications de charges. Ainsi, 
MassSense permet de détecter des changements d'abondance statistiquement valables à 
travers des réplicats et différentes conditions. Cet outil se révèle donc utile pour la 
création de profil d'expression conduisant à une meilleure compréhension des 
changements d'abondance peptidiques entre différents échantillons biologiques. 
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2. Matériel et méthodes 
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2.1. Matériel 
Les solvants utilisés sont tous de pureté HPLC ou supérieure. L'acétonitrile et 
l'éthanol ont été achetés de la compagnie Fisher Scientific (Whitby, ON, Canada). 
L'acide formique (FA) et l'acide acétique ont été obtenus de la compagnie EM Science 
(Mississauga, Ontario, Canada). Le dithiothréitol (DTT), l'iodoacétamide, l'imidazole, 
l'urée, le carbobenzoxy-Ieucinyl-Ieucinyl-Ieucinal (MG 132), le N-éthylmaléide (NEM), 
la pepstatine A (PepA), le fluorure de phénylméthanesulfonyle (PMSF), le fluorure de 
sodium (NaF), le chlorure de sodium (NaCl), le ~-glycérophosphate, le thiosulfate de 
sodium (Na2S03), le n~trate d'argent (AgN03), le carbonate de sodium (Na2C03), la 
/ 
solution aqueuse 37% formaldéhyde (formaline), acide 4-2(hydroxyethyl)pipérazine-l-
éthanesulfonique (HEPES), SDS, bicarbonate d'ammonium (NH4C03), Tween, 
ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6), acétate d'ammonium,. tris(hydroxymethyl) 
aminométhane (Tris), acide éthylène-diamine-tétraacétique (EDTA), TCEP, le formate 
d'ammonium (NH4HC02) et le triton ont été achetés de la compagnie Sigma-Aldrich 
(Oakville, ON, Canada). La leupeptine (Leu), l'ampicilline et le chloramphénicol ont été 
obtenus de la compagnie Calbiochem (Mississauga, Ontario, Canada). Les milieux de 
culture Eagle, modifié selon Dube1co, haute teneur en glucose (DMEM+) et HyQ 
DMEM, le sérum fœtal de bovin (FBS), la solution pénicilline - streptomycine ainsi que 
la L-glutamine ont été achetés de la compagnie HyClone (Perbio, Nalgene). Le tampon 
Laemmli provient de Bio-Rad, l'isopropy1thio-~-galactoside (IPTG) et le ~­
mercaptoéthanol d'Invitrogen (Burlington, Ontario, Canada). Les billes de Ni-NT A 
Agarose ont été achetées de la compagnie Qiagen (Mississauga, Ontario, Canada). La 
trypsine Promega est achetée de Fisher Scientific. Les capillaires de silice fusionnée 
sont achetés de Polymicro Technologies (Phoenix, AZ). Les particules de Jupiter C 18, 3 
Jlm sont de Phenomenex (Torrance, CA) et la résine échangeuse de cations à forte 
interaction provient de PolyLC (Columbia, MD). 
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2.2. Méthodes 
2.2.1. Culture cellulaire 
La lignée cellulaire embryonnaire humaine rénale HEK 293 (ATCC, Manassas, 
VA, É-U) est cultivée dans du milieu DMEM+ contenant. 1 0% FBS supplémenté avec 
1% Peniciline-Streptomycine et 1% L-glutamine, à 37 oC dans une atmosphère de 5% 
CO2. Le traitement au MG 132 est fait lorsque les cellules sont en phase de croissance 
exponentielle avec 25 IlM pour différents temps d'incubation ou 10 !lM pendant 12 h. 
La lignée cellulaire EL4 (acquise de R. Glas, Karolinska University Hospital, 
Huddinge, Sweden) est cultivée en suspension dans un milieu HyQ DMEM contenant 
10% FBS et 1 % Peniciline-Streptomycine et 1 % L-Glutamine, à 3TC dans une 
atmosphère de 5% C02. Le traitement au MG 132 est fait tel que décrit précédemment 
pour les cellules HEK 293. 
2.2.2. Purification des protéines liant l'ubiquitine 
Les plasmides GST-Rad23, GST-Dsk2 et GST-Rpnl0 ont été généreusement 
donnés par Dr Stefan Jentsch (Max Planck Institute of Biochemistry, Munich, 
Allemagne). Ces plasmides sont d'abord transformés par un choc thermique à 42°C 
dans des bactéries E. coli BL21 sans endoprotéases. Les bactéries sont ensuite 
ensemencées sur pétri ampicilline et incubées à 37°C pendant 14 h afin de sélectionner 
seulement les bactéries ayant intégré le plasmide. Le lendemain, une colonie est 
ensemencée dans 30 mL milieu LB (Luria Broth Base, Invitrogen) contenant 100 J..lM 
d'ampiciHine et 34 IlM de chloramphénicol et incubée à 37°C pour 14 h. Cette pré-
culture est par la suite diluée 1/50 et incubée à 37°C. Des aliquots sont ensuite prélevés 
à différents intervalles de temps jusqu'à ce que leur absorbance à 600 nm atteigne une 
valeur entre 0,4 et 0,7. Lorsque cette valeur est atteinte, la production de la protéine de 
fusion est induite par l'ajout d'IPTG (isopropylthio-~-galactoside, Invitrogen) à 200 IlM 
à température ambiante pendant 14 h. Les cultures sont finalement centrifugées à 3750 
/ 
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rpm pendant 10 min et les culots sont conservés. Ces culots sont resuspendus dans un 
tampon bactérie (16 mL par 500 mL de culture initiale) (10 mM Tris-HCI pH 7,2, EDTA 
2 mM, PBS IX, leupeptine, PMSF, pepstatine A). Une solution de Triton 10% est 
ajoutée afin d'avoir une concentration de 1 % et la solution est congelée à -80°C. Une 
fois congelé, l'échantillon est réchauffé à température ambiante et une solution de 
sarcosyl 10% (Sigma-Aldrich) est ajoutée afin d'avoir une concentration finale de 1 à 
1,5%. Ce cycle de congélation / réchauffement est réalisé à 2 reprises. La solution est 
ensuite soniquée à 4°C jusqu'à ce qu'elle soit à peine visqueuse. Elle est ensuite 
centrifugée à 3750 rpm à 4°C pendant 10 min. Le surnageant est conservé et incubé 
avec des billes de glutathion-sépharose 4B (Amersham Bioscience, Baie d'Urfée, 
Québec, Canada) à 4°C pendant 2 h sous agitation. Les billes sont lavées et déposées sur 
gel SDS-PAGE pour évaluer la pureté des protéines produites. 
Les protéines purifiées sont éluées des billes glutathion à l'aide d'un tampon 100 
mM Tris-HCl pH 8,8, 20 mM glutathion (Sigma-Aldrich), 150 mM NaCI et 0,2% 
Triton. L'éluat contenant les protéines de fusion est dialysé pendant 14 h contre un 
tampon 50 mM HEPES et 100 mM NaCI dans des sacs à dialyse (Spectrum 
Laboratories, Rancho Dominguez, CA) ayant un filtre moléculaire de 3,5 kDa. 
2.2.3. Couplage covalent sur billes Affi-gel15 
D'abord, les protéines de fusion dialysées sont concentrées sur un filtre 
moléculaire à 5 kDa de type centricon (Millipore, Fisher Scientific). La solution est 
ensuite incubée avec les billes Affi-Gel 15 (Biorad) dans un tampon aqueux HEPES (50 
mM HEPES, 100 mM NaCI, pH 8) à 4°C pendant 4 h selon un ratio 1: 1 
(volume/volume) sous agitation. Suite à l'incubation, la fraction de protéines non liée 
est conservée et 5 lavages des billes avec du tampon HEPES sont effectués. Les 
protéines contenues dans la fraction non liée ainsi que tous les lavages sont dosées par 
spectroscopie selon la méthode microBCA (Pierce, Rockford, IL). Ainsi, le rendement 
de couplage est calculé en soustrayant la quantité de protéines récupérées dans les 
lavages de la quantité de protéines de départ. 
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2.2.4. Préparation des échantillons enrichis sur colonne d'affinité Rad23 
Les cellules sont lysées dans le tampon de lyse (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 
mM NaCI, 5 mM EDTA, 0,5% v/v Triton, inhibiteurs de protéases (1 ~M PepA, 1 ~M 
Leu, 1 00 ~M PMSF) et la mM NEM). Les extraits cellulaires obtenus sont incubés 
avec GST, GST-Rpn10, GST-Rad23 ou GST-Dsk2 sur billes selon un ratio 1 : 50 à 4°C 
pendant 3 h. Les billes sont ensuite lavées avec le tampon de lavage (tampon de lyse 
contenant 200 mM ou 500 mM ou 1 Mou 2 M de NaCI). L'élution se fait ensuite avec 4 
fois le volume de la colonne avec le tampon d'élution approprié soit 0,3% SDS, 2 M 
urée ou 0,1 M Glycine pH 2,5 (Invitrogen). Pour les essais d'optimisation, l'éluat est 
bouilli dans un tampon Laemmli et déposé sur gel suivi d'immunobuvardage. Pour les 
essais à grande échelle, l' éluat est conservé et un changement de tampon est réalisé sur 
filtre moléculaire de 5 kDa (Millipore). Le nouveau tampon est approprié pour la 
digestion trypsique soit 50 mM NH4C03 pH 8,0. Les échantillons sont d'abord réduits 
en les incubant à 37°C en présence de TCEP à 0,5 mM pendant 20 min suivi d'une 
alkylation en présence de 5 mM d'iodoacétamide à 37°C pendant 20. min. On ajoute 
ensuite 5 mM de DTT pour neutraliser l'excès d'iodoacétamide suivi de la digestion 
trypsique selon un ratio 1 : 50 à 37°C pour la nuit. Les échantillons sont séchés et 
conservés à -30°C jusqu'à l'analyse au spectromètre de masse. 
2.2.5. Préparation des échantillons enrichis sur billes de Ni-NT A 
Les cellules HEK 293 sont transfectées de façon transitoire par la méthode de 
précipitation au phosphate de calcium avec 24 ~g d'un plasmide d'ADN codant pour la 
protéine 6xHis-ubiquitine par pétri de 15 cm (plasmide généreusement donné par Dr 
Annie Angers, Département de biologie, Université de Montréal). Les cellules sont 
incubées avec la solution de transfection pendant 12 h. Le traitement au MG 132 (Sigma 
Aldrich, 1 a ~M pendant 12h) est réalisé 24 h après la transfection. Les cellules sont 
ensuite lysées dans un tampon Foz- (50mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCI, 50 mM 
NaF, 40 mM ~-Glycerophosphate, 1% Triton, inhibiteurs de protéases (1 ~M PepA, 1 
~M Leu, 1 00 ~M PMSF) et la mM NEM). Les lysats sont dosés par la méthode 
1 
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microBCA. Une solution d'imidazole lM est ajoutée à 40 mg de lysat afin d'avoir une 
concentration finale de 20 mM. Ce lysat est ensuite incubé avec 400 ~lL de billes de Ni-
NTA Agarose pendant 4h sous agitation à 4°C. Une fois l'incubation terminée, les billes 
sont lavées avec un tampon Foz· contenant 40 mM et 75 mM d'imidazole. Le dernier 
lavage est effectué avec un tampon TBS (tampon salin Tris: 50 mM Tris pH 7,5 ; 150 
mM NaCI). Les protéines liées par les billes sont ensuite éluées par des lavages avec des 
tampons contenant une concentration croissante imidazole (40, 75, 150 et 300 mM) dans 
un tampon TBS. Pour les analyses sur gel, j'éluat est bouilli dans un tampon Laemmli et 
déposé sur gel suivi d'immunobuvardage ou d'une coloration à l'argent. Pour les 
analyses MS, l'éluat est concentré sur des filtres moléculaires de 30 kDa (Amicon) et le 
tampon est remplacé par un tampon 50 mM NH4CÛ3. Les échantillons sont finalement 
réduits par une réaction à 37°C en présence de 0,5 mM TCEP pendant 20 minutes, suivi 
d'une alkylation en présence de' 5 mM d'iodoacétamide dans les mêmes conditions. 
Finalement, 5 mM de DTT sont ajoutés suivi de la digestion trypsique à un ratio 1 : 50 à 
37°C sous agitation pour la nuit. 
2.2.6. Préparation des échantillons enrichis sur colonne d'affinité Rad23 
suivie des billes de Ni-NTA 
Le lysat cellulaire de HEK 293 transfectées avec 6xHis-ubiquitine (120 mg) est 
obtenu et incubé avec les billes Rad23 tel que décrit précédemment. Une fois les 
lavages complétés, l'élution se fait grâce à un tampon 8 M urée à température ambiante 
sous agitation. L'éluat est ensuite incubé avec 500 J..LL de billes de Ni-NTA sous 
agitation à 4°C pendant 2 h. Les billes sont lavées, éluées et la digestion trypsique est 
réalisée tel que décrit précédemment ou l'échantillon est bouilli dans du tampon 
Laemmli et déposé sur gel suivi d'immunobuvardage ou d'une coloration à l'argent. 
2.2.7. Digestion par le domaine catalytique de USP2 
Les échantillons sont d'abord enrichis selon la procédure décrite pour la colonne 
d'affinité de Rad23. Les billes sont ensuite lavées dans un tampon 50 mM NH4CÛ3. Le 
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domaine catalytique de USP2, un don généreux de Dr Simon Wing (Département de 
médecine, Université McGill), est ajouté à l'échantillon selon un ratio de 1 : 10 et incubé 
pendant 2 h à 37°C sous agitation. L'échanti11on est finalement boui1li dans un tampon 
Laemmli 3X et déposé sur gel suivi d'un immunobuvardage pour les essais à petite 
échelle. Pour les échantillons analysés par spectrométrie de masse, la digestion 
trypsique est réalisée suite à la déubiquitination, tel que décrit précédemment. 
2.2.8. Analyse par immunobuvardage 
Les échantillons ont été déposés sur un gel de 14 cm x 16 cm de 7,5% 
polyacrylamide et la migration est réalisée à 8 mA pendant 16 h. Les protéines sont 
ensuite transférées sur une membrane de nitrocel1ulose (VWR) à 600 mA pendant 1h30 
à 4°C. La membrane est ensuite incubée dans une solution 0,1 % TBST (tampon salin 
Tris Tween) contenant 5% de lait en poudre pendant 1 h sous agitation, à température 
ambiante, ceci afin de bloquer les sites d'interactions non spécifiques. La membrane est 
incubée pendant 1 h avec l'anticorps anti-ubiquitine FK2 (Biomol, Plymouth Meeting, 
PA) selon une dilution 1 : 5000 dans une solution TBST / 5% lait, à température 
ambiante. La membrane subit ensuite 4 lavages de 5 min dans un tampon TBST / 5% 
lait sous agitation à température ambiante. Par la suite, la membrane est incubée 
pendant 1 h avec l'anticorps secondaire anti-souris avec une dilution de 1 : 7500, à 
température ambiante. Ultérieurement, la membrane subit 4 lavages de 5 min dans une 
solution 5% lait / TBST à température ambiante. Finalement, l'immunobuvardage est 
visualisé par chimioluminescence (ECL) où la membrane est exposée à un film XAR 
(Cie univ de rayons X du Canada, Dorval, Québec) et révélée à l'aide d'un développeur 
Kodak. Cette procédure permet de détecter la lumière émise par le produit de la réaction 
enzymatique, en présence de peroxyde d'hydrogène, entre le luminol dans la solution de 
développement et la peroxydase de raifort liée à l'anticorps secondaire. Cette méthode 
permet de détecter des concentrations aussi faibles que 0,1 femtogramme d'antigène 
[72]. 
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2.2.9. Analyse par gel coloré à l'argent 
D'abord, le gel est incubé dans une solution 5% acide acétique, / 50% éthanol 
pendant 1 h sous agitation à température ambiante. Le gel est ensuite incubé dans une 
solution aqueuse 50 % éthanol suivi d'une réhydratation à l'aide de 3 lavages. de 10 min 
dans l'eau distillée. Une solution 0,02% Na2S03 est ensuite ajoutée et il y a une 
incubation d'une minute à température ambiante sous agitation suivi de courts lavages 
dans l'eau distillée. Par la suite, le gel est incubé dans une solution de 0,1% AgN03 
pendant 20 min sous agitation à 4°C suivi de courts lavages dans l'eau distillée. Le gel 
est finalement révélé dans une solution 0,05% formaline / 3% Na2C03. La coloration est 
arrêtée en incubant le gel dans une solution 5% acide acétique. 
2.2.10. Digestion trypsique de bandes 
Les bandes de gel sont d'abord découpées et décolorées avec une solution 
aqueuse de 15 mM K3Fe(CN)6 et 50 mM de Na2S03. Elles sont ensuite lavées par une 
série de déshydrations / réhydratations dans l'acétonitrile et l'eau. Par la suite, les 
bandes sont ·incubées dans une solution 10 mM DIT dans 50 mM NH4C03 à 56°C 
pendant 30 min. La solution est ensuite remplacée par une autre contenant 55 mM 
iodoacétamide dans 50 mM NH4C03, suivi d'une incubation à température ambiante à 
l'abri de la lumière pendant 30 min. Le liquide excédent est aspiré et les bandes sont 
, 1 
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lavées dans 50 mM NH4C03. Elles sont ensuite déshydratées dans l'acétonitrile et 
réhydratées dans une solution de 50 mM NH4C03 contenant 200 ng de trypsine suivi 
d'une incubation à 37°C pendant la nuit. Une fois la digestion complétée, le surnageant 
est récupéré et les peptides sont extraits par des lavages dans une solution 90% ACN / 
0,5 M urée. Finalement l'échantillon est séché et resuspendu dans le volume approprié. 
2.2.11. Fractionnement sur colonne SCX artisanale 
Le fractionnement est réalisé sur un système HPLC d'Agilent série 1100. La 
colonne artisanale SCX (300 ~m de diamètre interne sur 10 cm de longueur) est formée 
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de particules de polysulfoéthyl aspartamide de 300 A. Cette colonne est reliée à 
l'injecteur automatique et au détecteur UV à l'aide de capillaires de 50 Ilm de diamètre 
interne. L'échantillon trypsique est injecté (40 ilL) et l'élution se fait à 10 ilL/min à 
l'aide d'un gradient linéaire de formate d'ammonium de 0 à 25% B en 36 min (A: 5 
mM NH4HC02, 15% ACN, pH 3,0; B: 2 M NH4HC02, 15% ACN, pH 3,0). Les 
fractions sont collectées à l'aide d'un collecteur automatique dans des tubes eppendorfs 
à raison d'une fraction à chaque minute. Les 10 fractions majeures sont ensuite séchées 
et resuspendues dans 0,2% FA/ 5% ACN / H20 avant l'analyse LC-MS. 
2.2.12. Analyse nanoLC-MSIMS 
Les séparations chromatographiques sont réalisées sur un système nanoLC 
d'Eksigent (Eksigent, Dublin, CA) avec une pré-colonne CIS artisanale (5 mm x 300 Ilm 
Ld., Jupiter 3 Ilm, ClS) et une colonne analytique artisanale (10 cm x 150 mm Ld., 
Jupiter 3 Ilm, ClS). Les volumes d'injection varient selon les échantillons et sont 
injectés sur la pré-colonne à un débit de 4 ilL/min. Ils sont ensuite élués vers la colonne 
analytique à l'aide d'un gradient de 10% à 60% de tampon B (A: 0,2% acide formique / 
5% ACN / H20, B : 0,2% acide formique / ACN) sur 56 min à uri débit de 0,6 ilL/min. 
Pour les analyses 2D-LC-MSIMS en continu, la colonne SCX (300 A, 5 Ilm, 
Nanoease Waters) est connectée directement à une valve à 10 ports (Valco, Brockville, 
ON) et est en ligne avec la pré-colonne lors de l'injection de l'échantillon mais en 
discontinu lors de la séparation des peptides sur la colonne analytique. Les peptides sont 
élués séquentiellement de la colonne SCX à l'aide de 6 fractions d'acétate d'ammonium 
à pH 3,0 (0, 50, 100, 150,300, 1000 et 2000 mM dans 0,2% FA /2% ACN) où chacune 
est injectée à partir de l'échantillonneur automatique à un débit de 10 ilL/min pendant 5 
min via une pompe auxiliaire. Les peptides sont ensuite élués de la colonne analytique 
tel que décrit précédemment. 
L'interface de chromatographie est couplée à un spectromètre de masse LTQ-
Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) via une source d'ionisation par 
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nébulisation nano-électrostatique dont le voltage est maintenu à 1600 V. Le mode 
d'acquisition est données-dépendantes et chaque «survey scan» de l'Orbitrap (résolution 
60000) est suivi de 3 balayage MS/MS dans la trappe ionique linéaire LTQ. Les ions 
multiplement chargés avec une valeur d'intensité au dessus de 10 000 comptes (counts) 
sont sélectionnés pour un séquençage MS/MS. L'énergie de collision normalisée est 
fixée à 25%. La calibration de masse utilise une calibration interne ((Si(CH3hO)6, m1z 
445,12057). 
2.2.13. Recherche des résultats de MS en tandem et corrélation avec une 
base de données 
Subséquemment, tous les spectres sont traités par les logiciels Mascot Distiller 
(version 2.1.1.0, Matrix Science) et Mascot (version 2.1, Matrix Science, London, UK). 
Les recherches sont réalisées dans les bases de données non-redondantes IPI Human fr 
- -
(133 842 entrées) et IPI_Mouse_fr (52 326 entrées) (version 3.24). Ces bases de 
données contiennent l'ensemble des peptides provenant des protéines contenus dans le 
génome de l'espèce spécifié. La tolérance sur les masses d'ions fragments et 
précurseurs est fixée à +/- 0,05 et 0,5 Da respectivement. Ces recherches dans les· bases 
de données combinant les versions normales et inverses perrilettent d'établir la limite sur 
les scores pour un taux de faux positif de moins de 1%. Un minimum de 2 peptides 
identifiés par MS/MS est nécessaire pour l'identification de protéines. 
2.2.14. Détection des peptides et création des cartes peptidiques à l'aide du 
logiciel MassSense 
Les peptides sont d'abord détectés par MassSense qui génère un fichier .csv 
contenant les paramètres des peptides (m/z, charge, temps de rétention, intensité, score) 
à partir des données brutes du spectromètre de masse. Ce fichier est ensuite utilisé pour 
créer les cartes peptidiques. Les valeurs d'intensité typiquement au-delà de 12000 
comptes sont considérées. Les ions peptidiques sont regroupés à travers les fractions 
SCX et les réplicats à l'aide de l'algorithme hiérarchique de regroupement similaire du 
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logiciel MassSense [71]. À partir des résultats de recherche Mascot, le logiciel de 
regroupement similaire corrèle chaque entrée Mascot à un pic des données MS. Cette 
corrélation entre les MS et les MSIMS est basée sur la similarité entre la valeur mlz et le 
temps de rétention suivant un~ normalisation (± 0,035 m/z et ± 1 min). Les peptides de 
différents échantillons ou fractions SCX ayant des m/zet temps de rétention similaires et 
des identifications Mascot identiques sont regroupés ensemble pour former des groupes 
de peptides. À partir de la valeur moyenne de mlz du groupe de peptides et la valeur 
corrigée du temps de rétention, les peptides provenant d'échantillons où aucun MSIMS 
ou résultat Mascot n'a été obtenu peuvent être ajoutés. Ces peptides peuvent être ajoutés 
avec un niveau de confiance en comparant la liste de référence des ions voisins de 
chaque peptide avec la liste des ions voisins dans une zone déterminée (± 5 mlz et ± 4 
min). Un mininmm de 3 voisins communs doit être détecté pour que le peptide soit 
ajouté au groupe de peptides. Cette liste de groupe de peptides permet des comparaisons 
d'abondance entre les échantillons de différentes conditions pour identifier les ions 
reproductiblement détectés et avec des changements d'intensité significatifs. 
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3. Méthodes de purification à une étape 
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3.1. Introduction 
La spectrométrie de masse est de plus en plus l'outil de choix pour l'analyse 
d'échantillons complexes de protéines. Les récents progrès de cette technique permettent 
maintenant d'identifier des modifications post-traductionnelles telle que l'ubiquitination 
[55]. En effet, une analyse par spectrométrie de masse permet d'identifier le site 
d'ubiquitination grâce à un adduit diglycine demeurant sur la lysine modifiée suite à la 
digestion trypsique. La présence de cette modification est alors évaluée lors de la 
recherche dans les bases de données à l'aide de l'algorithme de recherche Mascot. 
Afin de mieux comprendre le processus d'ubiquitination associé à la dégradation 
par le protéasome, il est d'abord essentiel d'avoir une méthode permettant de purifier ~t 
d'enrichir efficacement les protéines ubiquitinées avant l'analyse par spectrométrie de 
masse [73]. Ainsi, différentes approches de purification en conditions natives ou 
dénaturantes ont été utilisées pour isoler les protéines ubiquitinées [29]. L'utilisation 
d'une forme modifiée d'ubiquitine a été largement appliquée dans la littérature quel que 
soit l'épitope choisit [32, 74, 75]. À ce jour, les études effectuées chez les mammifères 
à partir d'une forme 6xHis-ubiquitine se sont révélées beaucoup moins efficaces au 
niveau du nombre d'identifications: 21, 121 et 244 protéines ubiquitinées 
comparativement aux études chez.la levure: 1075 protéines ubiquitinées [9, 35, 76, 77]. 
Le désavantage principal de cette approche réside dans la nécessité de modifier 
génétiquement le modèle étudié afin qu'il exprime la forme modifiée de l'ubiquitine. 
Cette purification peut par contre être réalisée en conditions natives ou dénaturantes ce 
qui permet d'identifier les protéines interagissant avec les protéines ubiquitinées [39]. 
En effet, l'utilisation d'une méthode de purification en conditions natives conduit 
à l'identification de protéines ubiquitinées mais aussi des protéines interagissant avec les 
protéines ubiquitinées. Ces interactions peuvent être réduites par l'utilisation de 
tampons de lavage à forte stringence [78]. L'avantage principal d'une purification basée 
sur l'utilisation d'une protéine ayant un domaine liant l'ubiquitine réside dans sa 
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versatilité [37]. Ainsi, puisqu'aucune manipulation génétique n'est nécessaire, une 
multitude de modèles biologiques et de conditions peuvent être étudiés. 
Peu importe la méthode de purification utilisée, la difficulté associée aux études 
chez les mammifères est d'obtenir suffisamment de protéines pour une purification à 
grande échelle. Le rythme de croissance des levures permet d'obtenir rapidement une 
grande quantité de matériel protéique comparativement à la culture de cellules de 
mammifères où le rendement est moindre. 
Dans ce chapitre, deux méthodes de purification en conditions natives seront 
évaluées. D'abord, une méthode d'enrichissement à l'aide d'une colonne d'affinité 
formée des protéines Rad23, Dsk2 ou RpnlO possédant un domaine UBA ou UlM sera 
évaluée. Plusieurs études ont démontré que ces 3 protéines ont des fonctions de 
récepteurs au niveau du protéasome en liant les protéines polyubiquitinées [79], [80], 
[81, 82]. Des extraits de cellules EL4 seront utilisés et l'efficacité de la purification sera 
d'abord évaluée par immunobuvardage anti-ubiquitine et ensuite par spectrométrie de 
masse. Cette lignée cellulaire murine de thymocytes croît en suspension ce qui permet 
d'obtenir un nombre élevé de cellules en peu de temps. De plus, la manipulation de 
cellules en suspension est mieux adaptée aux études à grande échelle. 
Ensuite, une approche utilisant une forme d'ubiquitine modifiée par un motif 6x-
histidine suivie d'une purification par chromatographie par affinité sur métal immobilisé 
(IMAC) sera décrite. Une lignée cellulaire rénale d'embryons humains, les HEK 293, 
est utilisée pour cette méthode d'enrichissement employant des billes de Ni-NTA .. En 
effet, cette lignée cellulaire permet d'obtenir une bonne efficacité de transfection tout en 
ayant une. croissance rapide [83]. 
3.2. Résultats et discussion 
L'approche générale proposée ici pour les 2 méthodes de purification est la 
suivante: purifier le lysat cellulaire traité avec un inhibiteur du protéasome sur une 
47 
colonne d'affinité composée, soit d'une protéine possédant un domaine UBA, soit de 
billes Ni-NTA ayant une affinité pour le motif 6xHistidine. Une fois les protéines 
polyubiquitinées liées sur la colonne d'affinité, des lavages sont effectués afin d'éluer 
les protéines co-purifiant avec les protéines ubiquitinées. Les protéines sont ensuite 
désorbées de la colonne par un tampon d'élution, ayant un certain degré de spécificité, 
suivi d'une digestion trypsique. Cet échantillon trypsique est ensuite fractionné sur une 
colonne SCX, les fractions sont collectées, séchées et analysées individuellement par 
nano~LC-MS/MS sur un LTQ Orbitrap (figure 3.1). Une recherche dans les bases de 
données appropriées à l'aide de Mascot permet ensuite d'identifier les peptides et le site 
d'ubiquitination s'il y a lieu. 
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Figure 3.1: Schéma de l'approche de purification proposée. 
3.2.1. Optimisation du traitement des cellules 
Dans cette étape, nous allons déterminer les paramètres optimaux du traitement 
des cellules EL4. Il est possible d'inhiber la dégradation des protéines ubiquitinées au 
sein de la .cellule par l'utilisation de différents composés chimiques avant de procéder à 
la purification des protéines dans un extraIt cellulaire. Des études biochimiques ont 
démontré que les inhibiteurs du protéasome, en particulier le MG 132, pouvaient être 
utilisés pour favoriser l'accumulation dans la cellules de protéines rapidement dégradées 
par la voie du protéasome sans affecter leur synthèse [84]. Les cellules EL4, en phase 
exponentielle de croissance, sont traitées ou non avec du MG 132 pour différents temps 
d'incubation. Ensuite, la lyse cellulaire est effectuée en présence ou non de NEM, un 
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inhibiteur d'isopeptidases [76]. Ainsi, les chaînes de polyubiquitines seront préservées 
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Figure 3.2 : Différents traitements et conditions de lyse des cellules EL4. 
Immunobuvardage anti-ubiquitine illustrant l'efficacité du traitement par 
comparaison de conditions sans MG 132 et de conditions avec des temps 
d'incubation variables avec MG 132 suivi d'une lyse avec ou sans NEM. 
La traînée visible sur l'immunobuvardage anti-ubiquitine est caractéristique d'un 
signal de polyubiquitination (figure 3.2). En effet, l'opacité du signal visible sur le film 
est proportionnelle à la quantité d'antigènes présents sur la membrane de 
l'immunobuvardage. Ainsi, si des protéines polyubiquitinées sont présentes àplusieurs 
poids moléculaires différents, un signal intense et continu sera détecté lors d'un 
immunobuvardage anti-ubiquitine. L'anticorps utilisé dans cette étude reconnaît les 
formes mono- et polyubiquitinées des protéines sans se lier à la forme libre [85]. Les 
résultats obtenus démontrent l'efficacité du MG 132, largement utilisé dans la littérature, 
puisque l'intensité du signal augmente en sa présence [38, 39, 77, 84, 86, 87]. Selon le 
type de cellules utilisées, la concentration optimale et la durée du traitement varient. En 
effet, Vasilescu et al. ont utilisé un traitement de 5 ~ pendant 14 h pour une lignée 
cellulaire humaine cancéreuse (MCF7) alors que Ventadour et al. ont traité leur lignée 
cellulaire murine de myoblaste avec 50 ~ d'inhibiteur pendant 12 h [27, 38]. Pour des 
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cellules HEK 293, la concentration couramment utilisée varie entre 20 et 25 J..lM [39, 
88]. Un traitement de 8 h à une concentration de 25 ~M et une lyse en présence de NEM 
ont été sélectionnés comme procédure optimale. Un traitement de 8 h permet 
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l'accumulation d'un grand nombre de 'protéines polyubiquitinées sans affecter la survie 
des cellules. Ce choix est basé sur l'intensité du signal d'ubiquitination et le nombre 
d'espèces ubiquitinées détectées comparativement au contrôle non traité. De plus, 
l'importance d'utiliser du NEM lors de la lyse cellulaire est confirmée puisqu'en son 
absence, il y a perte de plus de 50% des protéines ubiquitinées tel qu'indiqué par la 
diminution de l'intensité du signal d'ubiquitination. Une étude similaire a été effectuée 
chez les cellules HEK 293 et des résultats concordants ont été obtenus. 
3.2.2. Évaluation de 3 protéines possédant un domaine liant l'ubiquitine 
Plusieurs études publiées ont démontré que les protéines Rad23, Dsk2 et RpnlO 
pouvaient être utilisées pour purifier les protéines ubiquitinées à partir d'un extrait 
cellulaire [27, 74]. Rad23 et Dsk2 sont des protéines interagissant avec le protéasome et 
possédant un domaine UBA [13]. Pour sa part, RpnlO est une sous-unité du protéasome 
et a été la première protéine découverte démontrant une capacité à lier les chaînes 
polyubiquitinées dans une expérience in vitro [24]. Dans ce travail, les plasmides 
utilisés pour produire les protéines recombinantes Rad23 , Dsk2 et RpnlO dans les 
bactéries E. coli BL21 permet la fusion avec la protéine GST à l'extrémité N-terminale 
ce qui rend possible une purification sur billes glutathion. Par la suite, la pureté des 
protéines produites a été évaluée sur gel SDS-PAGE (figure 3.3). La bande majoritaire 
de chacune des préparations de protéines correspond au poids moléculaire attendu. Les 










Figure 3.3 : Purification des protéines de fusion exprimées dans les bactéries 
E. coli BL21. La pureté des protéines produites est démontrée par une coloration 
à l'argent, OST seule (23,9 kDa), OST-Rad23 (66,3 kDa), OST-Dsk2 (63,4 kDa) 
et OST-RpnlO (53,6 kDa). 
L'affinité de liaison pour les protéines polyubiquitinées a ensuite été évaluée en 
incubant un lysat cellulaire traité au MO 132 et lysé en présence de NEM avec chacune 
de ces 3 protéines selon un ratio 1 : 50 (figure 3.4). 
GST RpnlO . Rad23 Dsk2 
ln·· NL Billes NL· Billes NL Billes NL Billes 
Figure 3.4 : Purification des protéines ubiquitinées à l'aide de 3 colonnes 
d'affinité différentes. L'efficacité d'enrichissement des protéines OST, RpnlO, 
Rad23 et Dsk2 est illustrée par un immunobuvardage anti-ubiquitine. 10% du 
lysat cellulaire initial (In), la fraction non liée (NL) et la fraction liée (Billes) ont 
été déposés sur gel. 
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La protéine GST seule est utilisée comme contrôle négatif pUIsque les 3 
protéines utilisées ont été produites sous forme de protéines de fusion GST. Tel 
qu'attendu, il n'y a aucun signal ubiquitine détecté lorsque le lysat est incubé seulement 
avec la protéine GST. Ceci confirme que l'enrichissement ne provient pas de cette 
protéine ou n'est pas causé par des liaisons non spécifiques des protéines ubiquitinées 
sur les billes lors de la purification. Ce contrôle négatif est celui normalement utilisé 
pour de telles expériences de purification [41]. Selon les signaux obtenus, Dsk2 possède 
un très faible pouvoir de liaison des protéines polyubiquitinées puisque la majorité du 
signal ubiquitine est observé dans la fraction non liée par la colonne. Ce résultat ne 
concorde pas avec la littérature puisque le groupe de R. Deshaies a utilisé une colonne 
mixte formée de Rad23 et Dsk2 sans toutefois démontrer le pouvoir de liaison de ces 2 
protéines individuellement pour enrichir un échantillon en protéines ubiquitinées [28, 
74]. Rad23 et Rpn10 possèdent toutes deux une grande efficacité à lier les protéines 
polyubiquitinées puisqu'aucun signal ubiquitine n'est détecté dans la fraction non liée. 
Rad23 a été sélectionné pour la suite du projet puisqu'il possède un bon pouvoir 
d'enrichissement et son rendement de production en bactéries est supérieur à celui 
obtenu pour Rpn10. 
3.2.3. Optimisation de la méthode d'enrichissement avec Rad23 
Plusieurs essais à petite échelle ont été réalisés afin de confirmer l'efficacité 
d'enrichissement et d'optimiser les différents paramètres de la méthode. Le ratio des 
billes de Rad23 pour une quantité donnée de lysat de départ, la composition du tampon 
de lavage et la nature du tampon d'élution ont été évalués. 
D'abord, le ratio optimal entre la quantité de lysat et de Rad23 est déterminé 
dans l'optique d'une purification à grande échelle. Un compromis doit être fait entre une 
bonne efficacité de purification et une quantité de Rad23 réaliste considérant la 







Figure 3.5 : Optimisation du ratio de la quantité de Rad23 pour une 
quantité fixe de lysat cellulaire. lmmunobuvardage anti-ubiquitine de 10% du 
lysat initial (In), 10% de la fraction non liée (NL) et la totalité de la fraction liée 
(B) pour chacun des ratios entre les quantités de Rad23 et de lysat. 
Selon les résultats obtenus, les purifications subséquentes ont été faites avec un 
ratio 1/50 (figure 3.5). Le ratio 1/1 0 démontre la plus grande efficacité à lier les 
protéines polyubiquitinées puis.que le signal ubiquitine est très peu intense dans la 
fraction non liée comparativement au signal intense présent dans la fraction liée. Par 
contre, il n'est pas optimal pour des purifications à grande échelle puisque ces essais 
nécessiteraient une trop grande quantité de cette protéine produite en bactérie. De plus, 
Raasi et al. ont démontré que le domaine UBA de Rad23 lie spécifiquement les chaînes 
d'ubiquitine liées par la K48 [21]. Ainsi, une certaine proportion des protéines 
ubiquitinées ne sera jamais retenue par Rad23, ce qui explique la présence d'un signal 
d'ubiquitination persistant dans la fraction non liée même pour un ratio de 1/1 O. 
Ventadour et al. ont observé une spécificité de liaison similaire pour S5a, la protéine 
homologue humaine de Rpnl0. En effet, ils ont incubé la fraction non liée de leur 
colonne d'affinité avec une nouvelle colonne et des protéines ubiquitinées étaient 
toujours présentes dans la fraction non liée [27]. Ces résultats démontrent bien une 
spécificité des protéines liant l'ubiquitine pour certains types de chaînes d'ubiquitine. 
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Afin d'éliminer la majeure partie des protéines fortement abondantes 
interagissant avec la résine de la colonne et des protéines co-purifiant avec les protéines 
polyubiquitinées, des tampons de lavage ayant une concentration croissante en sel ont 
été évalués. Cette stratégie permet de briser les interactions protéines-protéines plus 
faibles tout en conservant la liaison entre le domaine UBA de Rad23 et les molécules 
d'ubiquitine liées aux protéines d'intérêt. En effet, la concentration en sel d'un tampon 
module la force des interactions protéines-protéines ou protéines-résine selon différents 
mécanismes [89]. Dans la littérature, un tampon de lavage contenant jusqu'à 2 M de 
chlorure de sodium (NaCl) est utilisé [28]. Dans la présente étude, des tampons de 
lavage contenant 200 mM, 500 mM, 1 Met 2 M NaCI ont été testés afin d'évaluer s'il y 
a perte de protéines polyubiquitinées en fonction de la concentration de sel (figure 3.6). 
GST~Rad23 
NaCl (M) 
Figure 3.6 : Optimisation des conditions de lavage de la colonne d'affinité 
Rad23. Immunobuvardage anti-ubiquitine des protéines ubiquitinées liées par 
OST -Rad23 suite à des lavages contenant différentes concentrations de NaCl. 
Selon l'immunobuvardage obtenu, il n'y a pas de perte significative de protéines 
polyubiquitinées lors des lavages. En effet, même en présence de fortes concentrations 
de sel, l'intensité des signaux de protéines ubiquitinées ne varie pas entre les différentes 
conditions. 
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L'étape suivante consiste à éluer les protéines ubiquitinées de la colonne 
d'affinité avec efficacité. Trois tampons ont été évalués: une solution 0,3% SDS, 2 M 
urée et 0,1 M glycine pH 2,5. 
a) b) 0,3 % SDS 2 M uréè 0,1 M Glycine 
ln B E ln B E ln B E 
Figure 3.7 : Optimisation des conditions d'élution des protéines liées sur la 
colonne d'affinité Rad23. L'efficacité d'élution des 3 tampons étudiés soit 
0,3% SDS, 2 M urée et 0,1 M glycine pH 2,5 est démontrée par un 
immunobuvardage anti-ubiquitine (a) et une coloration à l'argent (b). 10% du 
lysat initial (In), les billes de la colonne (B) après l'élution ainsi que 10% de 
l'éluat (E) sont déposés sur le gel. 
Selon les résultats illustrés par l'immunobuvardage anti-ubiquitine, une solution 
0,3% SDS se révèle être la plus efficace pour éluer les protéines ubiquitinées de la 
colonne d'affinité Rad23 puisqu'il n'y a aucun signal ubiquitine demeurant sur les billes 
après l'élution (figure 3.7 a). Par contre, il est à craindre que malgré un changement de 
tampon, une faible quantité de SDS subsiste et ne vienne créer de l'interférence au 
niveau de la chromatographie. En effet, le SDS est un détergent anionique possédant 
une longue chaîne d'hydrocarbure, il va donc se lier sur la colonne de Cl8 et occuper les 
sites de liaison. Le tampon 2 M urée possède une faible efficacité puisque la majeure 
partie des protéines ubiquitinées demeurent sur les billes après l'élution et environ 
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seulement 20% des protéines d'intérêt sont éluées. Finalement, le tampon 0,1 M glycine 
pH 2,5 se révèle être le plus avantageux puisqu'il permet d'éluer ]a majorité des 
protéines polyubiquitinées des billes Rad23 et est compatible avec une digestion 
trypsique en solution. Lorsqu'un gel est utilisé l'é]ution peut être faite avec un tampon 
plus dénaturant, par exemple 8 M urée ou 0,3% SDS, puisque l'éluat est déposé sur gel 
et ce sont les bandes qui sont digérées à la trypsine [41]. Enfin, le gel coloré à l'argent, 
pour les 3 conditions d'élution, révèle une bande d'intensité variable à ~ 70 kDa (figure 
3.7 b). Cette bande correspond au poids moléculaire de GST-Rad23. Ainsi, l'interaction 
avec les ,billes de glutathion ne résiste pas aux différents tampons d'élution. 
Afin d'éviter la présence contaminante de Rad23 pouvant masquer des protéines 
de plus faible abondance dans les échantillons lors d'analyse au spectromètre de masse, 
Rad23 a été couplé de façon covalente sur des billes de type Affi-Gel 15 (Biorad). Ce 
couplage se fait via les amines libres de la protéine et un groupement N-
hydroxysuccinimide sur les billes selon la réaction chimique il1ustrée à la figure 3.8. 
Puisque ces billes réagissent avec les groupements amines, il faut éviter les tampons en 
contenant, c'est pourquoi la protéine est dialysée avant le couplage. 
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Figure 3.8 : Réaction chimique du couplage sur billes Affi-Gel 15 entre le 
groupement N-hydroxysuccinimide et les amines libres des protéines [90]. 
Le rendement de couplage est calculé en dosant par essai acide bicinchoninique 
(BCA) les protéines contenues dans les lavages effectués après ]e couplage. Un exemple 
des résultats obtenus est présenté au tableau 3.1. Les rendements de couplage varient 
généralement entre 40 et 70% selon la concentration de la solution de la protéine à 




d'autres études utilisant des protéines avec des domaines UBA [28]. Les analyses MS 
subséquentes d'échantillons préparés avec GST-Rad23 lié sur ce type de billes ont 
démontré une bonne efficacité de couplage puisque seulement quelques peptides 
provenant de cette protéine sont détectés. 
Tableau 3.1 : Données relatives au couplage covalent de GST -Rad23 sur 
billes. a) Valeurs obtenues lors du dosage par BeA des solutions du couplage de 
GST-Rad23 sur billes Affi-Gel 15. b) Données résultant du couplage. 
a) Volume dosé Absorbance
1 Concentration en 
(~L) protéines (~W~L) 
Solution initiale 1 0,465 4,75 
Fraction non liée 5 0,413 0,82 
Lavage 1 5 0,249 0,42 
Lavage 2 10 0,254 0,22 
Lavage 3 10 0,181 0,13 
Lavage 4 20 0,187 0,07 
Lavage 5 20 0,144 0,04 
Absorbance corngée selon le blanc 
b) 
Quantité de protéines incubées (mg): 3,8 
Quantité de protéines dans les surnageants (mg): 1,3 
% de protéines couplées aux billes: 66 
3.2.4. Analyse par spectrométrie de masse d'un échantillon purifié par 
Rad23 
Une fois toutes les étapes de la purification optimisées, des essais à grande 
échelle ont été réalisés. D'abord, la quantité de lysat initial nécessaire a été déterminée 
par des colorations à l'argent des échantillons enrichis par la colonne d'affinité GST-
Rad23 ou par GST seule. Lors d'une étude comparable faite chez des cellules de 
"-
mammifères en culture in vitro, 5 x 108 cellules avaient été utilisées ce qui correspond à 
environ 75 mg de protéines [39]. Les chercheurs avaient identifié plus de 600 protéines 
ubiquitinées à l'aide d'une purification sur une colonne d'anticorps anti-ubiquitine. Une 
étude similaire avec le domaine UlM de Rpn10 a été réalisée chez la plante (Arabidopsis 
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Thaliana) où 2 g de protéines avaient été utilisés pour la purification [41]. Dans cette 
étude, seulement 300 protéines avaient été identifiées. Ainsi, une grande quantité de 
lysat de départ ne garantit pas nécessairement un grand nombre d'identifications. 
L'efficacité de la purification, la méthode de fractionnement utilisée et la sensibilité du 
spectromètre de masse sont aussi des facteurs déterminants pour identifier de 
nombreuses protéines. 
a) Rad23GST b) 
ln Rad23 OST 
Bandes analysées 
Figure 3.9 : Purification des protéines ubiquitinées à partir d'un lysat de 
cellules EL4 sur colonne d'affinité Rad23 ou GST. a) Gel coloré à l'argent de 
l'échantillon enrichi (95%). b) Immunobuvardage anti-ubiquitine de l'échantillon 
enrichi (5%). 10% du lysat initial (In) est aussi déposé sur gel. 
Le gel coloré à l'argent de l'échantillon purifié sur une colonne de Rad23 obtenu 
à partir de 50 mg d'extrait cellulaire illustre très bien la complexité de l'échantillon 
puisque des protéines sont présentes à tous les poids moléculaires (figure 3.9 a). De 
plus, la faible intensité des bandes de l'échantillon purifié sur une colonne de billes GST 
indique l'efficacité des lavages pour réduire la présence de protéines contaminantes 
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provenant de liaisons non spécifiques sur la résine des billes. L'immunobuvardage anti-
ubiquitine confirme la présence de protéines ubiquitinées de hauts poids moléculaires 
dans l'échantillon enrichi sur une colonne de GST-Rad23 ainsi que l'absence de ces 
protéines dans le contrôle négatif soit la colonne OST (figure 3.9 b). Ainsi, les protéines 
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de plus faibles poids moléculaires visibles sur le gel colorés à l'argent rie sont pas des 
protéines ubiquitinées puisqu'il n'y a aucun signal ubiquitine présent à ces poids 
. moléculaires sur l'immunobuvardage. 
Diverses analyses préliminaires au spectromètre de masse ont permis de 
déterminer le niveau de complexité de l'échantillon purifié. D'abord, 4 bandes en haut 
du gel présenté à la figure 3.9 a) ont été découpées et une digestion trypsique des 
protéines a été réalisée. Ensuite, les peptides obtenus ont été analysés sur le Q-TOF 
Premier (Waters). Les peptides présents dans l'échantillon OST ou communs ne sont 
pas considérés car ce sont, pour la majorité,. des peptides provenant de protéines 
contaminantes. Ainsi, les peptides uniquement identifiés dans l'échantillon enrichi par 
Rad23 correspondent à 139 protéines potentiellement ubiquitinées. Lorsqu'un 
échantillon similaire préparé à partir de 50 mg de lysat cellulaire est digéré en solution 
par la trypsine et analysé par 2D-LC-MS/MS en continu sur le LTQ-Orbitrap, seulement 
47 protéines uniques sont identifiées seulement dans l'échantillon purifié par OST-
Rad23. Le fractionnement apporté par la colonne SCX placée en ligne avec la colonne 
analytique de CI8 est plus faible que celui d'une séparation sur gel, par contre, il y a 
possiblement eu une erreur lors du dosage des protéines contenues dans l'échantillon 
enrichi puisque très peu de protéines ont été identifiées. En effet, une telle analyse 
devrait permettre d'identifier une centaine de protéines. Toutefois, afin d'avoir le 
meilleur fractionnement possible, un échantillon purifié à partir de 50 mg de lysat 
cellulaire est d'abord séparé sur une colonne capillaire SCX artisanale en mode 
discontinu et ensuite analysé par LC-MS (section 2.2.11). Les caractéristiques 
analytiques de ce type de colonne ont été publiées dans un mémoire de maîtrise [91]. Le 
fractionnement sur cette colonne en mode discontinu a permis d'augmenter le nombre de 
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Figure 3.10 : Comparaison du nombre de protéines identifiées selon la 
méthode de séparation utilisée avant l'analyse au spectromètre de masse. 
Ces essais confinnent la nécessité de fractionner suffisamment l'échantillon afin 
de réduire sa complexité avant l'analyse par LC-MSIMS et ainsi augmenter le nombre 
d'identifications. Lorsque le fractionnement n'est pas suffisant, seules les protéines 
fortement abondantes telles l' actine et l'ubiquitine sont identifiées. Pour, l'approche sur 
gel, 4 bandes couvrant les masses de 200 à 170 kDa ont été analysées pennettant 
d'identifier 139 protéines, par simple corrélation linéaire, il y aurait en moyenne 35 
protéines par bande. Pour le fractionnement sur colonne capillaire SCX en mode 
discontinu, 10 fractions ont été collectées. Par estimation, il y aurait donc en moyenne 
45 protéines identifiées par fraction. Ces 2 méthodes de fractionnement pennettent donc 
une séparation du même ordre de grandeur alors que celle par 2D-LC en mode continu 
n'est pas suffisante pour la complexité de l'échantillon obtenu. En fait, l'électrophorèse 
sur gel est basée sur la différence de mobilité des protéines chargées. Cette mobilité 
dépend de la charge, de la taille et de la structure tertiaire de la protéine [42]. Par contre, 
l'électrophorèse sur gel n'est pas la méthode adéquate pour séparer des protéines 
ubiquitinées à cause de l'hétérogénéité des chaînes de polyubiquitines [39]. Cette 
approche n'a donc pas été retenue malgré un excellent pouvoir de séparation des 
protéines. La séparation sur colonne SCX est basée elle aussi sur la charge mais au 
niveau des peptides, la taille de la protéine initiale n'a donc aucun impact. Le 
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fractionnement des peptides en mode discontinu a été choisi puisqu'il permet d'identifier 
un grand nombre de protéines. 
Ensuite, la reproductibilité de cette séparation sur colonne SCX artisanale a été 
évaluée. Des aliquots d'environ -20 flg de protéines d'un échantillon enrichi par 
l'approche sur billes de Ni-NTA ont été injectés en triplicata. Chaque fraction, pour un 
total de 10, est ensuite collectée, séchée et injectée par LC-MSIMS sur le LTQ-Orbitrap. 
La distribution des intensités des ions peptidiques reproductiblement détectés dans les 3 
réplicats comparée à la valeur moyenne est représentée à la figure 3.11 a). Tous les ions 
multiplement chargés sont étroitement distribués le long d'une droite imaginaire à 45° 
indiquant une bonne reproductibilité. La majorité des peptides, 88%, se situe à 
l'intérieur d'une variation d'intensité de 2 fois et la médiane de l'écart type relatif est de 
32%. Cette dernière valeur est similaire à celle obtenue lors du développement de ce 
type de colonne SCX artisanale [91]. Ces résultats démontrent une bonne 
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Figure 3.11 : Reproductibilité de la séparation des peptides d'un extrait 
enrichi en protéines ubiquitinées sur une colonne capillaire SCX. 
a) Distribution de l'intensité des ions multiplement chargés détectés de façon 
reproductible à travers des triplicatas. b) Graphique du ratio entre l'intensité du 
réplicat et l'intensité moyenne pour chaque groupe de peptides. 
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Deux extraits cellulaires de 50 mg de EL4 ont ensuite été incubés sur une 
colonne de Rad23 ou de OST, digérés en solution avec la trypsine, fractionnés sur une 
colonne capillaire SCX artisanale et chacune des fractions a été injectée par nanoLC-
MSIMS sur un LTQ-Orbitrap tel que schématisé à la figure 3.1. Par la suite, tous les 
spectres MSIMS ont été traités par Mascot Distiller et une recherche limitée aux peptides 
trypsiques a été réalisée dans la base de données IPLMouse_fr à l'aide de Mascot selon 
les paramètres de recherche décrits au chapitre 2. Le calcul du taux de faux positifs est 
fait à l'aide de l'approche des bases de données concaténées normale et inverse pour 
différents scores limites [69]. La limite sur les scores des identifications de Mascot a été 
fixée à 35 pour avoir un taux de faux positifs inférieur à 1 % pour les 2 échantillons. Les 
cartes peptidiques de toutes les analyses ont été générées à l'aide du logiciel MassSense 
[71]. Les cartes peptidiques illustrent bien la différence de population entre l'échantillon 
contrôle et celui enrichi en protéines ubiquitinées, ce qui corrèle avec les gels colorés à 
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Figure 3.12 : Différence de population des échantiHons contrôle et enrichi en 
protéines ubiquitinées. Cartes peptidiques obtenues à partir du logiciel 
MassSense pour une fraction de sel de la colonne SCX de l'échantillon enrichi 
par la colonne OST (a) et de celui enrichi par la colonne OST-Rad23 (b). 
Ensuite, par un processus de regroupement similaire, le logiciel MassSense 
aligne les peptides ayant été séquencés par Mascot avec les pics des spectres MS. Ainsi, 
pour chaque peptide identifié, il est possible d'obtenir une corrélation avec sa valeur 
rn/z, son temps de rétention et son intensité. Une comparaison d'abondance entre deux 
échantillons est donc possible. Seuls les peptides détectés uniquement dans l'échantillon 
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enrichi par Rad23 ont été considérés comme étant ubiquitinés. Ceci afin d'éliminer les 
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Figure 3.13 : Regroupement similaire de l'intensité des peptides à travers les 
échantillons. a) Distribution d'intensités des peptides identifiés dans les 
échantillons purifiés par GST et GST-Rad23. 
Tableau 3.2: Tableau représentant le nombre de groupes de peptides 
uniques pour les 2 échantillons et communs. 
b) Groupes de peptides % 
Echantillon GST-Rad23 744 56,5 
Echantillon GST 140 10,6 
Communs 432 32,8 
Total 1316 
Ces traitements de données permettent de tracer une distribution d'intensités 
dans chaque échantillon de tous les groupes de peptides identifiés (figure 3.13 et tableau 
3.2). Sur cette représentation, les peptides identifiés uniquement dans un échantillon 
sont disposés sur les droites verticale ou horizontale. Les peptides en commun entre les 
2 échantillons sont dispersés au centre du graphique selon leur intensité dans les 
échantillons. Ces analyses ont mené à l'identification de 744 groupes de peptides 
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uniques dans l'échantillon GST-Rad23 (56,5%), 140 groupes de peptides dans 
l'échantillon GST (10,6%) et à 432 groupes de peptidès communs entre les deux 
échantillons (32,8%). Ces peptides correspondent à 447 protéines distinctes identifiées 
uniquement dans l'échantillon GST-Rad23 (73,8%), 51 distinctes pour l'échantillon 
GST (8,4%) et 108 protéines communes (17,8%). Les protéines ayant été identifiées par 
un seul peptide ont été rejetées. La majorité des protéines en commun sont des protéines 
fortement abondantes dans la cellule, par exemple des protéines structurales telles la 
tubuline et l'actine ou des protéines ribosomales. Il y a aussi des protéines 
contaminantes retrouvées dans la majorité des purifications par affinité telles l'ATP 
synthase, la nucléophosmine et des ribonucléoprotéines nucléaires hétérogènes [92]. Il 
est à noter que la majorité des protéines communes aux 2 échantillons sont tout de même 
plus intenses dans l'échantillon enrichi par Rad23. Ainsi, ces protéines pourraient être 
réellement ubiquitinées, une confirmation par une approche complémentaire serait 
nécessaire, par exemple par immunoprécipitation de la protéine désirée suivi d'une 
détection par immunobuvardage [48]. En ce qui concerne les protéines uniques à 
l'échantillon GST, ce sont pour la plupart des isoformes .ou sous-unités légèrement 
différentes des protéines communes aux 2 échantillons. Par exemple, la chaîne ~-6 de la 
tubuline a été identifiée seulement dans l'échantillon incubé avec la GST alors que les 
chaînes ~-2C, ~-3 et ~-5 de la tubuline ont été séquencées dans les 2 échantillons. Cette 
difficulté dans l'interprétation des données provient du fait que l'analyse est centrée sur 
la nature du peptide. La même séquence peptidique peut appartenir à différentes 
protéines ou isoformes d'où une certaine ambiguïté lors de l'identification de la protéine 
[67]. 
Un diagramme circulaire selon différentes classes fonctionnelles a été tracé avec 
les 447 protéines ubiquitinées identifiées uniquement dans l'échantillon enrichi par 
Rad23 (figure 3.14). Ce diagramme permet une analyse générale du système de 
dégradation du protéasome. Tel qu'identifié chez la levure, la majorité des protéines 
dégradées par le protéasome est impliquée dans le métabolisme de la cellule (49%) [28]. 
Cette catégorie regroupe tous les systèmes par lesquels la cellule transforme des 
substances chimiques ainsi, tous les enzymes sont inclus dans cette catégorie. 























Figure 3.14: Distribution des protéines ubiquitinées identifiées selon 
différentes catégories fonctionnelles. 
La deuxième classe en importance est celle des protéines impliquées dans le 
transport. Une étude récente chez la levure a aussi identifié cette classe comme étant 
une catégorie de protéines fortement ubiquitinées [33]. Toutes les protéines impliquées 
au niveau du transport des macromolécules, des petites molécules ou des ions sont 
incluses dans cette classe. Par exemple, l'ADP/ATP translocase 1 a été identifiée et est 
assignée à cette classe. 
La classe de la traduction (8%) comprend une grande proportion de protéines 
fibosomales. Une étude précédente av~it identifié plusieurs de ces protéines, même sous 
des conditions dénaturantes, ainsi que plusieurs sites d'ubiquitination suggérant une 
relation multifonctionnelle entre les protéines ribosomales et l'ubiquitination [39]. En 
effet, sachant que les ribosomes sont des complexes synthétisés de manière fortement 
65 
organisés, des formes immatures ou ayant des défauts sont fréquentes et donc 
couramment une cible pour la dégradation par le protéasome [23]. 
Quelques protéines impliquées dans le processus d'ubiquitination ont été 
identifiées, notamment l'ubiquitine et son précurseur ainsi que de nombreuses sous-
unités du protéasome, dont un isoforme de Rpn10. Il est connu que les sous-unités du 
protéasome interagissent avec de nombreuses protéines régulatrices ou connues pour 
être ubiquitinées [38]. De plus, une enzyme similaire à l'enzyme ElA, une enzyme E3, 
l'isoforme 2 d'une protéine contenant plusieurs domaines d'interaction avec 
l'ubiquitine, ainsi qu'une enzyme de déubiquitination, l'ubiquitine hydrolase carboxyl-
terminale 14 (USP 14), ont été identifiées. Sachant que les enzymes El, E2 et les E3 de 
type HECT sont liées à l'ubiquitine via un lien thioester, il est possible que ces protéines 
co-purifient avec les protéines polyubiquitinées. De plus, il a été suggéré que l'activité 
de USP 14 est régulée par le niveau de substrats polyubiquitinées, ainsi une accumulation 
causée par l'inhibition du protéasome conduirait à une augmentation de son activité [93]. 
Ceci pourrait expliquer sa présence dans l'échantillon enrichi. Cette catégorie inclut 
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aussi la protéine riche en proline BA T3. Cette dernière possède un domaine semblable à 
l'ubiquitine (UBL) près de son extrémité N-terminale et a été identifiée dans une étude 
précédente chez des cellules humaines comme étant ubiquitinée [77]. 
Il est aussi attendu que plusieurs protéines impliquées dans la réponse au choc 
thermique ou au stress soient identifiées puisqu'il y a une augmentation de la synthèse 
de ce type de protéines lors d'un traitement avec un inhibiteur chimique du protéasome 
tel le MG 132 [26]. Par exemple, la protéine HSP90 bêta a été identifiée uniquement 
dans l'échantillon enrichi et l'ubiquitination de cette protéine a été confirmée par 
immunobuvardage dans une étude précédente chez des cellules humaines [94]. 
Quelques protéines sont aussi identifiées dans les catégories traduction, transmission de 
signal, cycle cellulaire et apoptose. Par exemple, 3 protéines de la famille des MCM 
(minichromosome maintenance), MCM3, MCM4 et MCM6 ont été identifiées. Ces 
protéines sont des régulateurs importants du cycle cellulaire puisqu'ils sont impliqués au 
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niveau de l'initiation de la réplication et de l'élongation de l'ADN au cours de la phase S 
du cycle cellulaire [95]. 
Après avoir mis au point une méthode de purification, il convient d'en 
déterminer le niveau 'd ' enrichissement dans l'échantillon final. Pour ce faire, différentes 
façons d'évaluer ce facteur ont été élaborées. Par exemple, pour les phosphopeptides, la 
purification se fait d'abord au niveau des peptides sur colonne de dioxyde de titane et le 
site de phosphorylation est habituellement identifié en MS. Ainsi, la proportion de 
phosphopeptides enrichis est déterminée en faisant le ratio de phosphopeptides identifiés 
sur le nombre total de peptides [96]. En revanche, puisque la purification présentée ici se 
fait au niveau des protéines ubiquitinées et que les peptides portant l'adduit diglycine 
sont difficilement détectés, cette méthode n'est pas appropriée. Par ailleurs, il est 
possible d'estimer le niveau d'enrichissement en comparant visuellement l'intensité 
globale des bandes du gel coloré à l'argent d'un échantillon enrichi ou non (présenté à la 
figure 3.9 a). D'après ce gel, l'enrichissement en protéines ubiquitinées et en protéines 
associées est évalué à environ 80% puisque très peu de protéines sont présentes dans le 
contrôle négatif. D'autre part, une approche complémentaire proposée ici consiste à 
analyser un lysat non enrichi avec la même méthode que l'échantillon enrichi puis à 
faire le ratio d'intensité du peptide ESTLHL VLR de l'ubiquitine entre les deux 
échantillons. Ce peptide a été choisi car il est le seul appartenant à l'ubiquitine et détecté 
dans l'échantillon non enrichi. Il représente alors le seul point de référence entre les 
deux conditions. En effet, aucun autre peptide de l'ubiquitine ni aucun peptide portant 
l'adduit diglycine n'est détecté. L'intensité a été normalisée vis à vis de la quantité de 
protéines présente dans l'échantillon ce qui donne un ratio final de 25. On peut alors 
estimer que l'ubiquitine est 25 fois plus abondante dans l'échantillon enrichi que dans un 
échantillon non enrichi. Ceci laisse supposer que les protéines ubiquitinées sont elles 
aussi 25 fois plus abondantes pourtant le gel coloré à l'argent démontre un meilleur 
enrichissement (figure 3.9 a). 
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3.2.5. Identification de sites d'ubiquitination dans un échantillon de 
protéines purifié par Rad23 
Tel que décrit précédemment, il est possible d'identifier les sites d'ubiquitination 
par spectrométrie de masse. En effet, un adduit di glycine provenant de l'ubiquitine 
demeure sur la lysine modifiée suite à la digestion trypsique ce qui cause une 
augmentation de masse de 114,043 Da du peptide. La recherche dans les bases de 
données s'effectue en considérant la possibilité de cette modification. Parmi toutes les 
analyses d'échantillons enrichis par Rad23 ayant été faites, 2 peptides avec une 
modification -GlyGly ont été identifiés, soit la lysine 850 (K850) de la sous-unité 10 du 
facteur eukaryotique 3 d'initiation de la traduction (EIF-3 thêta) et la lysine 195 (K195) 
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Figure 3.15: Spectres MSIMS des peptides portant l'adduit -GG. a) K850 de 
eIF-3 thêta. b) K195 de la sous-unité alpha type 4 du protéasome. 
Chaque site a été validé par une inspection manuelle des spectres MSIMS 
puisqu'il est possible d'avoir une fausse assignation donnée par Mascot. Tous les 
peptides modifiés sont trypsjques ce qui exclu la possibilité d'un faux positif causé par 
la présence des acides aminés Leu (113,2 Da), Ile (113,2 Da) ou Asp (114,1 Da) voisins 
de la lysine [4]. En effet, ces acides aminés ayant une masse similaire à celle de l'adduit 
diglycine, il peut y avoir confusion. En plus de l'inspection manuelle, la grande 
L...-___________________________________ _ 
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précision de masse obtenue par l'Orbitrap permet de discriminer de fausses 
identifications lorsque le spec{;e MS/MS est de faible qualité. 
Une étude parue récemment met en garde contre des artéfacts causés par 
l'iodoacétamide utilisée lors de l'étape d'alkylation suivant la réduction des ponts 
di sulfure avant la digestion trypsique [97]. Selon ce qui a été observé par ces 
chercheurs, 2 molécules d'iodoacétamide (57,021 Da) pourraient former un adduit sur 
un résidu lysine. Cet adduit possèderait donc la même composition atomique qu'un 
adduit di glycine provenant de l'ubiquitine. Par contre dans cet article, lors de la 
préparation de l'échantillon, une concentration de 55 mM d'iodoacétamide est utilisée 
alors que la préparation des échantillons de la présente étude n'utilise que 5 mM. Il a 
donc été estimé que les probabilités de rencontrer de tels artéfacts sont faibles 
considérant la faible concentration de réactif utilisé. De plus, si des artéfacts se 
produisent réellement lors de la préparation de l'échantillon, ils seront aussi présents 
dans l'échantillon contrôle, ce qui n'est pas le cas ici. En effet, aucun peptide portant le 
motif diglycine n'est détecté dans les échantillons contrôles. Toutefois, l'étude suggère 
l'utilisation de chloroacétamide comme agent alkylant de remplacement et ce réactif 
pourrait facilement être utilisé pour des études futures afin de limiter les confusions 
possibles. 
Enfin, malgré une étude controversée rapportant la possibilité pour la trypsine de 
cliver au niveau de la lysine modifiée, la majorité des études s'entendent sur le défaut de 
coupure de la trypsine au site ubiquitiné [50]. Par contre, en présence d'un excès de 
trypsine, il est possible d'imaginer qu'il y ait tout de même un clivage au niveau d'une 
lysine ubiquitinée. Cette hypothèse n'a toutefois pas été vérifiée dans le cadre de ce 
projet. Cette étude émettait aussi la possibilité d'un défaut de coupure au niveau des 
résidus de l'ubiquitine, résultant en un adduit de 4 acides aminés sur la lysine modifiée 
soit -LRGG. Cette modification correspond à une augmentation de masse du peptide 
de 383,228 Da. Cette dernière a été ajoutée aux paramètres de recherche de Mascot. Par 
contre, aucun spectre MS/MS de qualité pour un peptide ayant cet adduit n'a été 
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identifié. De plus, très peu d'études ont présenté des spectres MS/MS de bonne qualité 
de peptides portant cette modification, une grande attention doit donc être portée [94]. 
Un des sites identifiés se situe sur la protéine ElF-3. Celle-ci est une protéine 
impliqué dans la liaison des ARN de transfert et messager à la sous-unité 40S du 
riboso~e [98]. Elle est composée d'une dizaine de sous-unités et semble agir comme 
adaptateur entre l'appareil d'initiation de la traduction et le cytosquelette dans la cellule. 
La K850 de la sous-unité 10 a été identifiée comme site d'ubiquitination, cependant, 
aucune structure tridimensionnelle de cette sous-unité précise ou d'un homologue n'est 
disponible sur le serveur Prote in Data Bank. Il aurait été intéressant de localiser ce 
résidu dans la structure tertiaire de la protéine. Ce facteur de traduction a été identifié 
comme protéine ubiquitinée dans une étude à grande échelle similaire chez Arabidopsis 
thaliana et la K61 a été identifiée comme site d'ubiquitination. Dans cette étude les 
chercheurs ont utilisé une colonne formée du domaine UBA d'une enzyme de 
déubiquitination ou du domaine UlM de l'homologue chez la plante de Rpnl0 [41]. Par 
contre, il existe une faible homologie de séquence entre cette protéine chez la plante et la 
souris ce qui pourrait expliquer la différence de site identifié. 
Tel que décrit précédemment, le protéasome est formé du complexe catalytique 
20S et du complexe régulateur 19S situé aux 2 extrémités du domaine 20S. Chacune de 
ses sous-unités peut être divisée en sous-familles alpha et bêta [99]. La sous-unité alpha 
type 4 du protéasome fait partie du complexe 20S. Le site d'ubiquitination identifié sur 
cette protéine est la K195. La structure tridimensionnelle de cette protéine illustre la 
position de cette lysine située à l'extérieur de la structure (figure 3.16). Il est connu que 
les lysines modifiées par l'ubiquitine sont exposées à la surface de la protéine et sont 
faciles d'accès pour les ligases [100]. De plus, cette étude suggère une préférence pour 
l'ubiquitination sur des lysines faisant partie d'une hélice ce qui est le cas pour la K195. 
Ceci vient appuyer l'identification de ce site d'ubiquitination. Une étude en conditions 
dénaturantes chez des cellules humaines a identifié la K237 de la sous-unité 4 du 
complexe 20S comme site d'ubiquitination [39]. Elle suggère l'ubiquitination du 
protéasome causé par son association avec des enzymes d'ubiquitination. 
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b) 
Figure 3.16 : Structure tridimensionnelle du complexe régulateur 20S du 
protéasome. a) Vue complète de la structure. b) Plan rapprochée de la KI95 
(Source: Protein Data Bank, code 1 iru). 
Une approche de purification à l'aide de la protéine Rad23 a été développée avec 
succès et a permis l'identification de 447 protéines ubiquitinées à partir de 50 mg de 
lysat cellulaire. Aucune étude similaire n'a été réalisée chez la souris, par contre, une 
étude impliquant la transfection de la forme 6xHis-ubiquitine avait permis d'identifier 
121 protéines [35]. La méthode proposée ici permet donc un plus grand nombre 
d'identifications sans nécessiter de modification génétique du modèle étudié. 
L'approche mise au point pourrait apporter d'importantes avancées au niveau de la 
régulation des structures et fonctions cellulaires par l'identification des protéines 
dégradées par le protéasome. Par exemple, il serait possible d'étudier le rôle précis 
d'une enzyme E3 en comparant un modèle biologique où une mutation est induite dans 
le gène de cette E3 avec le modèle non muté. Ainsi les substrats de cette enzyme vont 
s'accumuler dans le modèle mutant comparativement au contrôle. 
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3.2.6. Analyse par spectrométrie de masse d'un échantillon purifié sur 
billes de Ni-NT A 
Afin de comparer les résultats obtenus avec une approche basée sur Rad23, une 
purification sur colonne de Ni-NTA basée sur l'expression d'une forme 6xHis-
ubiquitine a été évaluée. L'utilisation de la transfection pour exprimer cette forme 
modifiée d'ubiquitine implique qu'il y a une possibilité d'affecter la stœchiométrie 
normale d'ubiquitination par une surexpression d'ubiquitine. Selon Mayor et al., la 
forme modifiée de l'ubiquitine est clairement moins active que la forme naturelle de 
l'ubiquitine [74]. Ainsi, la perturbation du système ubiquitine-protéasome est 
probablement moins importante lorsque les cellules expriment la forme naturelle ainsi 
que la forme modifiée de l'ubiquitine, comme c'est le cas dans le modèle étudié ici. En 
effet, dans les cellules 293T de la présente étude, il y a deux formes d'ubiquitine 
exprimées: la forme naturelle et celle portant le motif 6xHis. Les cellules sont 
transfectées avec un plasmide d'ADN codant pour 6xHis-ubiquitine ou un plasmide 
contrôle et la purification se fait en conditions natives sur colonne de Ni-NTA. Le 
plasmide contrôle est un plasmide ne contenant pas l' ADNc 6xHis-ubiquitine. Le 
rendement de transfection est d'environ 75% ce qui correspond au nombre de cellules 
exprimant les 2 formes d'ubiquitine. Contrairement aux études faites chez la levure par 
le groupe de Deshaies, la digestion trypsique ne sera pas directement fait sur les billes de 
Ni-NTA [28, lOI]. En effet, il s'agit d'éviter de digérer les protéines liées de façon non 
spécifiques sur la résine des billes. Une élution spécifique des protéines portant le motif 
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Figure 3.17 : Purification des protéines ubiquitinées à partir d'un lysat de 
cellules HEK 293 transfectées avec 6xHis-ubiquitine sur colonne de Ni-NT A. 
a) hnmunobuvardage anti-ubiquitine de la purification sur billes de Ni-NT A pour 
des cellules HEK 293 transfectées par 6xHis-ubiquitine ou le plasmide contrôle. 
Lysat initial (10%, In), les billes (B) après l'élution et 2% des élutions 
d'imidazole (40, 75, 150, 300 et 500 mM d'imidazole) sont déposés sur le gel. b) 
Gel coloré à l'argent de la purification sur billes de Ni-NTA pour des cellules 
HEK 293 transfectées par 6xHis-ubiquitine ou le plasmide contrôle. Les élutions 
d'imidazole (10% de 40, 75, 150,300 et 500 mM d'imidazole) sont déposés sur 
le gel. 
L'immunobuvardage anti-ubiquitine ainsi que le gel coloré à l'argent illustrent 
clairement l'efficacité de l'élution à l'aide d'un gradient imidazole (figure 3.17). Un 
lavage avec 40 et 75 mM d'imidazole permet d'éluer la majeure partie des protéines 
contaminantes. En effet, des protéines sont visibles sur le gel coloré à l'argent dans les 
puits indiqués 40 et 75 mM des cellules HEK 293 transfectées par le plasmide contrôle 
mais sont pratiquement absentes dans les puits suivants. Les signaux histidines détectés 
par immunobuvardage dans les puits du lysat initial et de l'élution 75 mM imidazole 
pour les cellules non transfectées peuvent provenir de protéines riches en histidines ou 
alors ce sont des signaux non spécifiques provenant de l'anticorps. Les fractions 150 et 
300 mM d'imidazole ont été combinées et fractionnées sur une colonne SCX artisanale 
suivie de l'analyse par nanoLC-MSIMS. Les données sont traitées de façon similaire 
aux données obtenues par l'approche basée sur Rad23. La limite sur les scores des 
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identifications de Mascot a été fixée à 25 pour avoir un taux de faux positifs inférieur à 
1 % pour les 2 échantillons. Des cartes peptidiques sont réalisées à l'aide du logiciel 
MassSense pour les deux conditions soit les cellules HEK 293 transfectées par le 
plasmide contrôle et les cellules transfectées par 6xHis-ubiquitine (figure 3.18). Tel 
qu'attendu, il y a peu de peptides présents dans l'échantillon transfecté par le plasmide 
contrôle. Cette approche est donc très efficace pour réduire la présence de protéines se 
liant de façon non spécifique. 
b) HEK 293 6xHis-ubiquitine 
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Figure 3.18 : Différence de population des échantillons contrôle et enrichi en 
protéines ubiquitinées. Cartes peptidiques obtenues à partir du logiciel 
MassSense pour une fraction de sel de la colonne SCX de l'échantillon transfecté 
par le plasmide contrôle (a) et de l'échantillon transfecté par 6xHis-ubiquitine 
(b). 
Les peptides séquencés par Mascot à partir des spectres MS/MS obtenus sont 
ensuite regroupés et alignés avec les pics des spectres MS par le logiciel MassSense. 
Avec ces résultats, il est possible de tracer une distribution d'intensité de ces groupes de 
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Figure 3.19 : Regroupement similaire de l'intensité des peptides à travers les 
échantillons. a) Distribution d'intensité des groupes de peptides selon leur 
présence dans l'échantillon de HEK 293 contrôle ou HEK 293 transfecté 6xHis-
ubiquitine. 
Tableau 3.3 : Tableau représentant le nombre de groupes de peptides 
uniques pour les 2 échantillons et communs. 
b) Groupes de peptides % 
Echantillon HEK 293-6xHis- 4418 77,3 Ubiquitine 
Echantillon HEK 293-contrôle 155 2,7 
Communs 1140 20,0 
Total 5713 -
Selon cette distribution, 4418 groupes de peptides ont été identifiés uniquement 
dans l'échantillon transfecté soit 77,3 %. Ces peptides sont considérés comme 
appartenant à une protéine ubiquitinée ou à une protéine associée aux protéines 
ubiquitinées. De plus, 1140 groupes de peptides sont communs aux deux échantillons 
soit 20% et 155 groupes de peptides sont présents uniquement dans l'échantillon 
transfecté avec le plasmide contrôle (2,7%). Les peptides identifiés seulement dans 
l'échantillon transfecté correspondent à 905 protéines uniques soit 77,8% des protéines 
totales identifiées. Ce pourcentage de protéines uniques est légèrement supérieur à celui 
obtenu par l'approche Rad23 (73,8%). Ceci indique que les billes de Ni-NTA 
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permettent d'obtenir un meilleur taux d'enrichissement puisqu'il y a seulement environ 
20% des protéines qui sont communes ou présentes uniquement dans le contrôle négatif. 
Ainsi, il y a donc 180 protéines communes entre les deux échantillons soit 15,5% et 78 
protéines uniquement présentes dans l'échantillon non transfecté soit 6,7%. 
Le nombre de protéines identifiées (905) est 2 fois plus élevé que celui pour 
l'approche Rad23 (447). Cette valeur peut paraître élevée par contre, contrairement à 
Rad23 qui possède une certaine spécificité, cette approche ne fait aucune distinction 
entre les protéines mono-ubiquitinées et celles polyubiquitinées, ni entre les différents . 
types de chaîne d'ubiquitine. Il est donc attendu que le nombre de protéines identifiées 
soit plus grand. Les protéines identifiées peuvent être classées en différentes catégories 
fonctionnelles (figure 3.20). Malgré un nombre plus grand d'identifications, les 
pourcentages associés à chacune des catégories sont similaires à ceux obtenus pour 
l'approche Rad23. Près de la moitié des protéines sont impliquées au nivea~ du 
métabolisme alors qu'il y a 5% de protéines reliées à la voie de dégradation du 
protéasome. Plusieurs enzymes E3 ligases (7), enzymes d'activation E2 (11), une El, et 
des enzymes de déubiquitination (USP7, USP9, USP11, USP13, USP14, USP22 et 
USP24) ont aussi été identifiées. 
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Figure 3.20 : Distribution des protéines ubiquitinées identifiées selon 
différentes classes fonctionnelles. 
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Par une recherche d'homologie, il est possible d'obtenir une liste de-protéines 
homologues chez l'humain pour les protéines identifiées chez la souris par l'approche 
Rad23. Ainsi, 25% des protéines identifiées à l'aide .de Rad23 sont de nouveau 
identifiées par l'approche sur les billes de Ni-NTA soit 81 protéines. Ce faible 
recouvrement peut s'expliquer par le fait que Rad23 possède une certaine spécificité 
alors que les billes de Ni-NTA vont lier toutes les protéines ubiquitinées. De plus, le 
type cellulaire et la méthode de préparation sont différents et il est possible que la 
composition des différents tampons de lavage influence la nature des protéines 
identifiées dans l'échantillon final. 
3.2.7. Identification de sites d'ubiquitination dans un échantillon de 
protéines enrichi sur billes de Ni-NTA 
L'analyse par MSIMS de l'échantillon enrichit sur colonne de Ni-NTA a permis 
d'identifier 17 sites d'ubiquitination sur 14 protéines. Tel que précédemment, ces sites 
ont été validés manuellement et la grande précision de masse du L TQ-Orbitrap permet 
un plus grand niveau de confiance. Les spectres MSIMS de 4 de ces sites sont présentés 
à la figure 3.21. Ces résultats confirment la possibilité de la multi-ubiquitination sur une 
même protéine, tel que publié par Peng et al. [9]. Quelques-unes des protéines sont 
discutées plus en détails dans les paragraphes suivants et un tableau récapitulatif est 
présenté (tableau 3.4). 
Tout d'abord, 3 sites ont été identifiés chez des protéines ribosomales de la sous-
unité 40S : la K77 de la sous-unité S 13, la K48 de la sous-unité S 17 et la lysine 214 de la 
sous-unité S3. Concernant la sous-unité S3, l'accumulation d'une forme ubiquitinée de 
celle-ci a été détectée in vivo par immunobuvardage lorsqu'un inhibiteur du protéasome 
est utilisé [102]. De plus, une étude des substrats ubiquitinés dans les cellules HEK 293 
a identifié 3 lysines de la sous-unité S3, les K75, K141 et K197 [39]. Cette étude a aussi 
rapporté 2 sites d'ubiquitination sur la protéine HSP70, les K507 et K524. L'isoforme 2 
de cette protéine est identifié dans l'échantillon enrichi et le peptide portant l'adduit 
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Figure 3.21 : Spectres MS/MS des peptides identifiés avec la lysine (K*) 
portant l'adduit diglycine. a) HSP70 (fragments y identifiés). b) RadI8 
(fragments y ++ identifiés). c) Isoforme 1 de la Spartine (fragments b ++). d) Chaîne 
bêta de la tubuline (fragments y identifiés). 
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Tableau 3.4: Sites d'ubiquitination identifiés par l'approche basée sur la 
transfection de 6xHis-ubiquitine. Le peptide séquencé, la position de la lysine 
modifiée ainsi que la différence de masse entre la masse moléculaire observée et 
théorique du peptide sont présentés. 
SK*GLAPDLPEDLYHLIK K77 68 
Sous-unité S 17, protéine 
ribosomale 40S NK *IAGYVTHLMK K48 08 
Sous-unité S3, protéine 
ribosomale 40S KPLPDHVSIVEPK*DEI 72 
K224 
K197 ·-1 1 
K854 5 
La stratégie de purification sur colonne de Ni-NTA devrait permettre d'identifier 
des protéines mono-ubiquitinées et nous croyons en avoir identifiées une puisqu'un site 
d'ubiquitination a été séquencé sur l'isoforme 1 de la protéine Spartine. En effet, cette 
protéine a un rôle dans la régulation de l'endocytose du récepteur épidermal du facteur 
de croissance (EGFR) et sa mono-ubiquitination a été démontrée à l'aide de différentes 
formes tronquées de la protéine dans une lignée cellulaire humaine [103]. Le site 
identifié, la K362, corrèle avec ces résultats puisqu'aucune mono-ubiquitination n'est 
détectée pour un mutant composé des 206 premiers acides aminés de la protéine alors 
que la mono-ubiquitination erst détectée pour tous les autres mutants c'est-à-dire formés 
des 406 premiers acides aminés ou des acides aminés 210 à 666 ou des acides aminés 
210 à 416. 
79 
Ensuite, 2 sites d'ubiquitination ont été identifiés sur la protéine de réparation 
post-répJication Radl8 soit la Kl97 et K309. Celle-ci est une enzyme E3 ligase dont le 
rôle est de mono-ubiquitiner l'antigène nucléaire de prolifération cellulaire (PCNA) 
[104]; Un des sites identifiés, la K309 a été reportée comme site d'autoubiquitination de 
Radl810rs d'un essai d'ubiquitination in vitro [105]. 
Plusieurs sites ont été identifiés sur la tubuline, une protéine structurale formant 
les fiÙcrotubules dans la cellule [106]. Elle est donc abondante dans la cellule et la 
possibi1ité de séquencer une forme modifiée de ses peptides est plus grande. En effet, 5 
sites ont été identifiés sur des isoformes alpha et bêta de la tubuline. La structure 
tridimensionnelle de l'isomère alpha, disponible sur le site internet de la Protein Data 
Bank, permet de situer les 3 lysines identifiées soit les K96, K336 et K370. Elles sont 
toutes les 3 expo~ées à la surface et une seule est située sur une hélice ex (figure 3.22), 
Ceci corrèle avec une étude bioinformatique reportant une préférence pour 
l'ubiquitination sur des lysines situées d'abord sur des boucles et ensuite sur des hélices 
[100]. 
a) b) 
Figure 3.22: Structure tridimensionnelle d'une chaîne alpha de la tubuline. 
a) Vue d'ensemble. b) Plan rapproché des sites d'ubiquitination identifiés 
(Source: Protein Data Bank, code IFFX). 
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Pour conclure, la purification à l'aide de la fonne modifiée 6xHis-ubiquitine sur 
colonne de Ni-NTA a pennis l'identification de plus de 1100 protéines uniques ainsi 
que 18 sites d'ubiquitination sur 15 protéines. Ces résultats se comparent aux résultats 
obtenus par Peng et al. au niveau du nombre d'identifications cependant, le nombre de 
sites d'ubiquitination identifié est inférieur [9]. Ceci pourrait s'expliquer en considérant 
que 80 fractions de SCX ont été analysées dans cette publication, Ainsi, la déplétion des 
protéines est plus grande ce qui pennetd'identifier des peptides de plus faible 
abondance. Cette approche de transfection pennet tout de même une plus grande 
identification de protéines ubiquitinées comparativement à l'approche basée sur 
l'utilisation de Rad23, par contre, il n'y a aucune spécificité entre les protéines mono-
ubiquitinées et les différentes chaînes de polyubiquitine. De plus, il y a une limitation au 
niveau des modèles biologiques étudiés puisqu'il faut recourir à une transfection pour 
exprimer la fonne 6xHis-ubiquitine ou créer des modèles transgéniques exprimant la 
fonne modifiée de façon stable. 
3.2.8. Identification de sites d'ubiquitination sur l'ubiquitine 
Les différentes analyses au spectromètre de masse, en plus de pennettre 
d'identifier de nouveaux sites d'ubiquitination, ont pennis de séquencer les peptides 
signatures des différents types de chaînes d'ubiquitine. Lors d'études in vivo, les 7 
lysines de l'ubiquitine ont été identifiées comme étant ubiquitinées chez la levure et 6 
des lysines chez l'humain, soit la K6, KIl, K27, K33, K48 et K63 [9, 39, 76]. La 
purification à l'aide de Rad23 a pennis d'identifier les peptides signatures des lysines 6, 
Il, 27, 48 et 63 alors que l'approche avec l'ubiquitine 6xHis a identifié les lysines Il, 
33, 48 et 63. Les spectres des 3 peptides signatures les plus abondants sont présentés à 
la figure 3.23. Un tableau récapitulatif des peptides signatures avec leur intensité selon 
la méthode de purification est présenté au tableau 3.5. Lorsque la purification se fait sur 
la colonne de Rad23, l'ordre d'abondance des peptides signatures est le suivant K48 > 
KIl> K63 > K6 > K27 alors que pour la purification sur billes de Ni-NTA l'ordre est le 
suivant: K48 > K63 > Kil> K33. Tel qu'attendu, le peptide provenant de chaînes liées 
par la K48 est le plus abondant. En effet, ce type de chaîne est le principal signal pour la 
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dégradation par le protéasome [7]. Pour la purification sur billes de Ni-NTA, l'ordre 
d'abondance est le même que celui détecté chez la levure par une approche de 
purification similaire [9]. De plus, une étude d'ubiquitination in vitro a démontré que 
les chaînes liées par les K48, K63 ou KIl peuvent être liées par des récepteurs de 
l'ubiquitine et dégradées par le protéasome [107]. Par contre, les chaînes liées par la 
K63 régulent d'abord des processus indépendants du protéasome tels la transmission de 
signal et la réparation de l'ADN [108]. Les fonctions précises des chaînes K6, Kll, K27 
et K33 sont quant à elles peu connues [39]. 
Tableau 3.5 : Intensité des sites d'ubiquitination identifiés sur l'ubiquitine 
pour la purification sur colonne d'affinité Rad23 et sur colonne de billes de 
Ni-NTA. 
TL TGK *TITLEVEPSDTIENVK Kll 1,9 x 10 
TLSDYl'JIQK *ESTLHL VLR K63 1,3 x 10 
MQIFVK *TL TGK K6 4,1 x 1 
TITLEVEPSDTIENVK * AK K27 1,9 x 1 
TLSDY1'JIQK*ESTLHLVLR K63 2,7 x 10 
TLTGK *TITLEVEPSDTIENVK Kll 3,6 x 1 
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portant l'adduit diglycine sur l'ubiquitine. a) Peptide signature de chaînes liées par la 
K48 (LIFAGK*QLEDGR). b) Peptide signature de chaînes liées par la K63 
(TLSDYNIQK*ESTLHLVLR). c) Peptide signature de chaîne liées par la KIl 
(TLTGK*TITLEVEPSDTIENVK) de l'ubiquitine. Les séries d'ions y ont été identifiés. 
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3.3. Conclusion 
Pour conclure, nos résultats démontrent que les 2 stratégies de purification 
proposées fonctionnent bien, que ce soit à l'aide d'une colonne d'affinité composée de 
Rad23 ou de billes de Ni-NTA. L'approche basée sur l'utilisation de Rad23 possède une 
bonne spécificité vis-à-vis des substrats ciblés pour la dégradation protéasomale et 
permet une identification de près de 450 protéines potentiellement ubiquitinées ou 
s'associant aux protéines ubiquitinées. L'approche a permis d'identifier 2 nouveaux 
sites d'ubiquitination soit la K195 de la sous-unité alpha type 4 du protéasome et la 
K850 de la sous-unité 10 du facteur eukaryotique 3 d'initiation de la traduction. De 
plus, un site d'ubiquitination a été détecté sur les K6, KIl, K27, K33, K48 et K63 de 
l'ubiquitine. 
En ce qui concerne l'approche basée sur la transfection de la forme 6xHis-
ubiquitine, plus de 900 protéines potentiellement ubiquitinées ou associées ont été 
identifiées. Cette purification ne possède aucune spécificité puisque presque toutes les 
protéines liées à l'ubiquitine vont se lier sur les atomes de nickel de la colonne Ni-NTA. 
Ainsi, il est possible d'identifier des protéines mono-ubiquitinées. L'analyse par 
MSIMS a permis d'identifier 17 sites d'ubiquitination sur 14 protéines. 
Il aurait été intéressant de comparer ces résultats avec un enrichissement en 
conditions dénaturantes afin de départager les protéines interagissant avec les protéines 
ubiquitinées de ces dernières. En s'inspirant des résultats obtenus par Matsumoto et al., 
il est possible d'émettre l'hypothèse qu'environ 50% des protéines identifiées dans les 2 
approches SOrlt des protéines interagissant avec les protéines ubiquitinées [39]. La 
stratégie serait alors d'effectuer la lyse en conditions dénaturantes pour dissocier les 
complexes de protéines et· ensuite d'effectuer la purification. Enfin, un meilleur 
fractionnement sur la colonne SCX aurait permis un plus grand nombre d'identifications 
bien que nécessitant une plus grande quantité de protéines au départ et un temps 
d'analyse plus long en spectrométrie de masse. 
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4. Méthode de purification à 2 étapes 
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4.1. Introduction 
Depuis quelques années, les stratégies de purification à 2 étapes ont fait leurs 
preuves concernant la réduction de la contamination par des protéines non spécifiques 
[109]. En effet, l'utilisation d'une purification en conditions dénaturantes n'est pas 
suffisante pour réduire complètement la présence de protéines co-purifiantes puisqu'il a 
été démontré qu'une fraction significative (0,5 - 1%) d'extraits cellulaires totaux de 
levure se lie sur les résines utilisées [74], [4]. 
Pour les protéines ubiquitinées, le groupe de Deshaies propose une approche 
combinant l'utilisation de protéines possédant un domaine liant l'ubiquitine suivie d'une 
purification en conditions dénaturantes sur colonne de Ni-NTA grâce au motif 6xHis 
ajouté à l'ubiquitine [28]. Cette approche leur a permis d'identifier 225 protéines 
ubiquitinées s'accumulant suite à l'inhibition du protéasome chez la levure. En 
combinant ces 2 approches, l'enrichissement de l'échantillon en protéines 
polyubiquitinées peut atteindre un facteur de 3000 à 5000 fois, comparativement à un 
facteur d'environ 100 à 200 fois pour la colonne de Ni-NTA seule [28]. Bien sûr, le 
désavantage est la très grande quantité de matériel de départ qu'une telle approche exige 
puisqu'il y a des pertes non négligeables associées à chacune des étapes. 
À ce jour, une seule étude connue des protéines ubiquitinées combinant 2 étapes 
d'affinité a été réalisée chez les mammifères. Celle-ci est basée sur l'utilisation d'un 
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motif 6xHis-biotine sur l'ubiquitine [32]. La purification se fait en condition totalement 
dénaturante et les protéines sont d'abord purifiées sur une colonne de Ni-NTA suivie 
d'une résine streptavidine. Les auteurs ont démontré l'efficacité de l'approche à petite 
échelle chez la levure et les cellules humaines HeLa, par contre seule la purification à 
l'échelle du protéome chez la levure a été suivie d'une analyse par spectrométrie de 
masse. Cette stratégie leur a permis d'identifier 258 protéines ce qui est comparable aux 
études antérieures composées de 2 étapes de purification [28]. 
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Dans le chapitre précédent, l'efficacité d'une purification à l'aide d'une protéine 
possédant un domaine UBA, Rad23, et celle d'urie purification sur colonne de Ni-NTA à 
l'aide d'une forme 6xHis-ubiquitine ont été démontrées. Afin de combiner les avantages 
des deUx méthodes de purification, elles sont réalisées l'une à la suite de l'autre. Cette 
purification par affinité à 2 étapes chez des cellules humaines est évaluée dans le présent 
chapitre. 
4.2. Résultats et discussion 
La totalité des études par spectrométrie de masse à l'échelle du protéome sur les 
protéines ubiquitinées parues à ce jour et faisant appel à une purification par affinité à 2 
étapes ont été réalisées çhez la levure. Des cellules humaines, les HEK 293 sont 
utilisées pour le présent projet. L'approche proposée est inspirée de celle développée 
chez la levure [28, 101]. D'abord, les cellules sont transfectées afin qu'elles expriment 
une forme modifiée de l'ubiquitine soit 6xHis-ubiquitine. Ensuite, une première étape 
de purification est réalisée sur une colonne formée par la protéine Rad23, telle 
qu'optimisée dans le chapitre précédent. Puisque Rad23 possède une certaine 
spécificité, les chaînes d'ubiquitine liées par la K48 seront préférentiellement purifiées. 
De plus, cette étape doit être réalisée en conditions natives afin que Rad23 conserve ses 
propriétés de liaison. Par la suite, la purification sur colonne de Ni-NTA pouvant être 
réalisée en conditions dénaturantes, l'élution de la colonne Rad23 se fera avec un 
tampon dénaturant. Ainsi, la majorité des interactions protéines-protéines seront brisées 
et peu de protéines co-purifiant avec les protéines ubiquitinées seront ·présentes dans 
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Figure 4.1: Purification des protéines par chromatographie d'affinité à 2 
étapes. 
4.2.1. Analyse par spectrométrie de masse d'un échantillon enrichi par 
l'approche à 2 étapes 
L'échantillon enrichi est préparé à partir d'un lysat cellulaire de HEK 293 
transfectées avec 6xHis-ubiquitine purifié par affinité sur les billes de Rad23 suivi de 
billes de Ni-NT A en conditions dénaturantes. Les 2 étapes de purification, dont une 
étape en conditions dénaturantes, devraient réduire considérablement la présence de 
protéines co-purifiant avec les protéines ubiquitinées que ce soit parce qu'elles 
interagissent avec les protéines ubiquitinées ou parce qu'elles se lient de façon non 
spécifique sur les résines utilisées. Environ 120 mg de lysat cellulaire ont été utilisés 
pour une purification à grande échelle. Tel que précédemment, tout au long de la 
préparation de l'échantillon, des aliquots ont été collectés afin de pouvoir contrôler 
l'efficacité de la purification par immunobuvardage anti-histidine et par coloration à 
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Figure 4.2 : Purification des protéines ubiquitinées d'un lysat cellull!ire de 
HEK 293 par la stratégie à 2 étapes. Immunobuvardage anti-histidine de 
l'échantillon purifié sur colonne GST (a) ou Rad23 (b) suivie d'une purification 
sur billes de Ni-NTA pour J'échantillon non transfecté. Les aliquots suivants ont 
été déposés sur gel: 0,1% du lysat initial (In), 5% de la fraction non liée des 
colonnes GST, Rad23 ou Ni (NL), 5% de l'éluat de la colonne GST ou Rad23 
(E) et 2% des élutions d'imidazole de la colonne de Ni-NTA(40, 75, 150 et 400 
mM). c) Coloration à l'argent de 10% des élutions du gradient d'imidazole (40, 
75, 150 et 400 mM) de la colonne de Ni-NT A pour les échantillons transfectés ou 
non. 
Les immunobuvardages anti-histidine présentés à la figure 4.2 a) et b) indiquent 
clairement l'efficacité de chacune des étapes de la purification. D'abord, aucune traînée 
caractéristique de l'ubiquitination n'est détectée pour le contrôle négatif, c'est-à-dire des 
cellules transfectées avec le plasmide contrôle et incubées avec les billes de GST suivi 
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d'une incubation avec des billes de Ni-NTA (figure 4.2 a). Les quelques bandes 
détectées proviennent possiblement de protéines riches en histidines ou de signaux non 
spécifiques de l'anticorps anti-histidine [76]. Pour ce qui est des cellules transfectées 
avec 6xHis-ubiquitine, la première purification sur Rad23 a très bien fonctionné 
puisqu'un fort signal d'ubiquitination est détecté dans le puits correspondant à l'éluat. 
Ensuite, la majorité des protéines ubiquitinées de la première colonne est récupérée par 
les billes de Ni-NTA tel que démontré par le faible signal ubiquitine dans la fraction non 
liée de cette colonne (figure 4.2 a). Ces billes sont ensuite lavées avec un tampon 
contenant 40 mM d'imidazole pour éluer les protéines liées non spécifiquement. 
Finalement, un gradient d'élution est réalisé avec des tampons ayant une concentration 
croissante en imidazole. Le gel coloré à l'argent d'une fraction de chaque élution pour 
les 2 échantillons permet d'évaluer la complexité de l'échantillon et la présence de 
protéines contaminantes (figure 4.2 c). Les puits correspondants à l'échantillon contrôle 
contiennent très peu de protéines, en effet la seule bande majoritaire correspond au poids 
moléculaire de la OST elle-même. Ainsi, l'approche de 2 colonnes de purification par 
affinité est efficace selon les résultats de la coloration à l'argent. D'après l'intensité de 
la traînée de l'échantillon transfecté, l'élution à 150 mM d' imidazole contient la grande 
majorité des protéines ubiquitinées. Cette élution ainsi que celle à 400 mM sont 
conservées et fractionnées individuellement, puis l'analyse au spectromètre de masse 
L TQ-Orbitrap est effectuée. 
Le traitement des données s'effectue tel que présenté précédemment. Le 
, 
regroupement similaire par MassSense permet de tracer les cartes peptidiques obtenues 
pour chacune des fractions SCX des échantillons et d'obtenir une valeur d'intensité pour 
chaque valeur m1z associée à un certain temps de rétention. Les cartes illustrent bien la 
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Figure 4.3 : Différence de population des échantillons contrôle et enrichi en 
protéines ubiquitinées. Cartes peptidiques obtenues à partir du logiciel 
MassSense pour une fraction de sel de la colonne SCX de l'échantillon transfecté 
par le plasmide contrôle (a) et par 6xHis-ubiquitine (b). 
Ensuite, la recherche dans la base de données IPLHuman_fr à l'aide de Mascot a 
été effectuée. La limite retenue sur les scores de Mascot a été fixé à 40 afin d'avoir un 
taux de faux positif de moins de 1 % pour la suite de l'analyse des résultats. Le logiciel 
MassSense permet de tracer des distributions d'intensités des peptides selon leur 
appartenance aux échantillons et ce pour les 2 élutions soit 150 mM et 400 mM 
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Figure 4.4: Regroupement similaire des peptides à travers les échantillons. 
Distribution d'intensités des groupes de peptides selon leur appartenance aux 
échantillons transfectés 6xHis-ubiquitine ou non. a) Élution 150 mM imidazole 
b) Élution 400 mM imidazole. 
Tableau 4.1 : Tableau récapitulatif du nombre de groupes de peptides pour 
chaque échantillon et selon l'élution. 
Elution 150 mM Elution 400 mM 
Echantillon Groupes de Proportion Groupes de Proportion 
peptides (%) peptides (%) 
HEK 293-6xHis- 673 86,0 312 82,1 
ubiquitine 
HEK 293-contrôle 33 4,2 21 5,5 
Communs 77 9,8 47 12,4 
Total 783 - 380 -
Selon ces distributions, la première constatation est le faible nombre 
d'identifications de peptides en communs el présents uniquement dans l'échantillon 
contrôle et ce pour les 2 élutions. L'élution à 150 mM imidazole contient légèrement 
plus de groupes de peptides uniques (860/0) comparativement à l' élution à 400 mM 
imidazole (820/0). L'élution à 400 mM contient possiblement plus de protéines liées de 
façon non spécifique sur la résine d'agarose et qui éluent à cette forte concentration 
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d'imidazole. Malgré cela, le pourcentage de groupes de peptides uniques à l'échantillon 
enrichi en protéines ubiquitinées est environ 30% plus élevé que pour l'approche basée 
sur Rad23 uniquement (56,5%) et de 10% plus élevé que pour l'approche à une étape sur 
billes de Ni-NTA (77,3%). Tel que précédemment, seules les protéines ayant plus de 2 
peptides séquencés ont été conservées pour la suite des analyses. Ainsi, pour l'élution à 
150 mM imidazole, 246 protéines ont été identifiées uniquement dans l'échantillon 
transfecté 6xHis'::ubiquitine (94,6%), 12 protéines sont communes aux 2 échantillons 
(4,6%) et 2 protéines sont uniques à l'échantillon contrôle (1,4%). Pour l'élution à 400 
mM, 133 protéines uniques à l'échantillon transfecté 6xHis-ubiquitine sont identifiées 
(95,0%). Seulement 2 protéines sont communes (1,4%) et 5 protéines sont identifiées 
seulement dans le contrôle négatif (3,6%). La purification d'affinité à 2 étapes se révèle 
donc aussi efficace qu'attendu pour limiter la présence de protéines co-purifiantes quelle 
que soit la fraction d'élution analysée. Finalement, il y a 85 protéines communes entre 
les 2 élutions, soit près de 60% des protéines identifiées pour l'élution à 400 mM 
d'imidazole. Il est attendu que les 2 élutions soient différentes en ce qui concerne leur 
contenu en protéines puisque le tampon à 400 mM élue plus particulièrement des 
protéines plus fortement retenues sur les billes de Ni-NT A. Ainsi, elles ont 
possiblement un niveau de polyubiquitination plus élevé. Les protéines identifiées 
uniquement dans les échantillons transfectés 6xHis-ubiquitine, soient 294 protéines, ont 
été combinées et classées selon différentes catégories fonctionnelles (figure 4.5). 
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Figure 4.5: Classement des protéines ubiquitinées identifiées selon 
différentes catégories fonctionnelles. 
La principale différence entre cette répartition et celles obtenues précédemment 
se situe au niveau de la classe du métabolisme qui occupe moins d'importance au profit 
de la classe associée au protéasome et de celle du transport. Sachant que la double 
purification réduit la présence de protéines contaminantes, il est possible que la 
répartition obtenue donne une vision plus réaliste. 
4.2.2. Identification de sites d'ubiquitination dans un échantillon purifié 
par l'approche à 2 étapes 
L'analyse par MSIMS de l'échantillon préparé par le double enrichissement a 
permis d'identifier 3 sites d'ubiquitination sur 3 protéines différentes (tableau 4.2 et 
. figure 4.7). Tel que précédemment, la grande précision de masse du LTQ-Orbitrap 
permet d'augmenter le niveau de confiance des sites identifiés. D'abord, un autre site 
appartenant à une sous-unité ribosomale a été séquencé. Cette fois, c'est la sous-unité 
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LIS du ribosome 60S. De nombreuses sous-unités de cette protéine ont été identifiées 
dans des études à grande échelle chez la levure [28]. La lysine modifiée, K83, est située 
dans une boucle facilement accessible, tel qu'illustré par la structure tridimensionnelle à 
la figure 4.6. 
Figure 4.6 : Structure tridimensionnelle de la sous-unité LIS de la protéine 
ribosomale 60S (source: Protein Data Bank, code 2ZKR). 
Ensuite, l'approche a permis d'identifier un site d'ubiquitination sur une autre 
protéine de type choc thermique de 70 kDa (HSP70), soit la K59 de la protéine 1 B. En 
effet, l' approche sur billes de Ni-NTA avait identifié la protéine 2 de cette famille. 
Quelques isoformes de cette protéine ont été identifiés lors d'une étude similaire sur des 
cellules humaines [38]. Ce groupe de protéines fait parties des chaperons moléculaires 
puisqu'ils aident au repliement des protéines et à l'assemblage de polypeptides. Ils sont 
essentiels à l'homéostasie cellulaire et peuvent provoquer la dégradation par le système 
ubiquitine-protéasome si le repliement des protéines est incorrect [110]. 
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Tableau 4.2: Sites d'ubiquitination identifiés par l'approche à double 
purification. Le peptide séquencé, la position de la lysine modifiée ainsi que la 
différence de masse entre la masse moléculaire observée et théorique du peptide 
sont présentés. 
Sous-unité L15 de la protéine 
ribosomale 60S 
Protéine 1 B de type choc thermique 
70 kDa TK*DAGVIAGLNVLR 
Isoforme 5 de l'antigène mineur 
H13 ·ble GK*NASDMPETITSR 
K83 -4 13 
K59 -254 
K61 -1,74 
En plus de ces 2 sites sur des familles de protéines identifiées par les approches 
précédentes, un site a été identifié sur un isoforme d'un antigène mineur H13 
d'histocompatibilité (K61). La protéine antigène mineur H13 d'histocompatibilité est 
aussi appelé peptidase de peptide signal ou protéine 3 similaire à la presiniline. C'est 
une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique ayant une activité 
protéolytique [111]. Une portion significative des antigènes peptidiques présentés à la 
surface des cellules par les molécules MHC de classe 1 sont générés par le protéasome 
[1]. De plus, les antigènes mineurs d'histocompatibilité sont connus pour jouer un rôle 
dans les réactions de type GVHD (graft-versus-host-disease) [112]. 
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Figure 4.7: Spectres MSIMS des peptides identifiés avec la lysine (K*) 
porta.nt l'adduit diglycine a) Sous-unité LI5 de la protéine ribosomale 60S 
(série d'ions y++). h) Isoforme 5 de l'antigène mineur H13 histocompatible 
(série d'ions y). c) Protéine lB de type choc thermique 70 kDa (série d'ions b). 
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4.2.3. Comparaison des approches à 1 et 2 étapes 
Une comparaison entre les protéines identifiées par l'approche à 2 étapes et 
celles par l'approche utilisant uniquement la colonne d'affinité de Rad23 et de Ni-NTA 
a été faite. Les 2 purifications impliquant une transfection de 6xHis-ubiquitine ont été 
réalisées à partÎr de la même lignée cellulaire, les HEK 293. Pour l'approche basée sur 
Rad23 , une recherche d'homologues chez l'humain a été effectuée à partir de l'outil 
Ensembl. La figure 4.8 illustre les résultats de cette comparaison. Ce diagramme 
démontre qu'environ 40% des protéines identifiées dans l'approche à 2 étapes ont été 
identifiées dans l'une ou l'autre des approches à 1 étape. Il est surprenant de constater 
que seulement 27 protéines de la purification à l'aide de Rad23 sont retrouvées dans 
l'approche à 2 étapes. Étant donné que la première étape est lamême, une plus grande 
correspondance était attendue. Par contre, considérant le faible nombre de protéines 
identifiées comparativement aux milliers de protéines présentes dans la cellule, chaque 






Figure 4.8 : Diagramme de Venn des identifications communes entre les 
différentes stratégies d'enrichissement. 
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4.3. Conclusion 
De façon générale, les 2 approches de purification proposées à une étape 
pennettent un survol de l'identité des protéines ubiquitinées dans la cellule. La stratégie 
de double enrichissement penn et d'avoir une préparation d'échantillon beaucoup plus 
spécifique. Ainsi, la présence de protéines contaminantes est réduite considérablement 
par ces 2 purifications combinées comme cela a été démontré dans les sections 
précédentes. Entre autres, la probabilité d'identifier des protéines mono-ubiquitinées est 
très faible puisque Rad23 a une plus grande sélectivité pour les protéines 
polyubiquitinées. La limitation associée à cette approche est la nécessité de purifier une 
grande quantité de matériel afin d'obtenir un grand nombre d'identifications par MS. 
Malgré cette difficulté, l'approche à 2 étapes a pennis l'identification de près de 300 
protéines uniques potentiellement ubiquitinées. Environ 40% des protéines identifiées 
par le double enrichissement ont été détectées lors de l'une ou l'autre des approches à 
une étape. 
De plus, 3 nouveaux sites d'ubiquitination ont été identifiés, soit la K83 de la 
sous-unité LIS de la protéine ribosomale 60S, la KS9 de la protéine lB de type choc 
thennique 70 kDa et la K6l de l'isofonne S de l'antigène mineur H13 histocompatible. 
La grande précision de masse pennet d'augmenter le niveau de confiance des sites 
identifiés par MS/MS. 
, \ 
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5. Validation de l'approéhe protéomique différentielle 
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5.1. Introduction 
L'identification des protéines ubiquitinées a fait de réels progrès ces dernières 
années grâce à des techniques de purification efficaces et à des spectromètres de masse 
toujours plus performants tels que les instruments hybrides (Q-TOF, FTICR, L TQ-
Orbitrap). L'identification des sites ubiquitinés est possible puisque, suite à la digestion 
trypsique, un adduit diglycine provenant de l'ubiquitine demeure sur la lysine modifiée. 
La stratégie pour identifier les sites d'ubiquitination consiste à rechercher cette 
augmentation de masse de 114,043 Da lors de l'assignation des spectres MSIMS par les 
algorithmes de recherche [4]. Il est aussi possible de rechercher un adduit -LRGG 
(383,228 Da) provenant d'un défaut de coupure de la trypsine sur l'ubiquitine elle-même 
[50). Malgré cela, l'identification des sites précis d'ubiquitinationdemeure un défi bien 
actuel. Puisque cette méthode d'identification repose sur le séquençage complet de la 
protéine par MS/MS, la probabilité que le peptide portant la lysine modifiée soit 
séquencé est faible [48). En effet, le pourcentage de couverture de séquence par MS/MS 
est faible, ce qui est suffisant pour identifier les protéines mais ne l'est pas pour une 
caractérisation complète [66). De plus, on a pu constater au cours des chapitres 
précédents que le nombre de sites d'ubiquitination identifiés représente une très faible 
proportion de l'ensemble des identifications (typiquement < 1 %). Quelques stratégies 
pour augmenter le nombre d'identifications de sites d'ubiquitination ont donc été mises 
en place. 
Outre la recherche de la modification par l' adduit diglycine, il est possible de 
modifier chimiquement l'extrémité N-terminale des peptides par une sulfonation. Les 
spectres MS/MS obtenus par MALDI-TOF ou ESI-TOF vont ainsi être composés d'une 
portion signature qui révèle les peptides porteurs d'un di glycine et d'une portion 
contenant les séries d'ions y qui permettent de séquencer le peptide et d'identifier le site 
d'ubiquitination [51), [52]. Cette réaction chimique devrait permettre d'identifier 
efficacement les protéines ubiquitinées et leurs sites de modification. Toutefois, cette 
approche n'a été validée qu'avec des peptides synthétiques. Il est aussi possible 
d'utiliser un appareil de haute résolution tel le FT-ICR ou des analyses MRM sur un 
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instrument triple quadrupôle pour détecter efficacement les sites d'ubiquitination [46], 
[53]. 
L'approche proposée ici est inspirée d'une étude précédente réalisée sur les 
phosphopeptides [96]. La phosphorylation est une modification post-traductionnelle de 
grande importance dans la cellule. Malheureusement, la détection des phosphopeptides 
est limitée par la faible efficacité d'ionisation en mode positif causée par la contribution 
de la charge négative du groupement phosphate [113]. La méthode développée par 
quelques groupes de recherche, repose sur 
déphosphùrylation, la phosphatase alcaline [114]. 
l'utilisation d'une enzyme de 
L'échantillon digéré enrichi en 
phosphopeptides est séparé en 2 parties dont une moitié est incubée avec cette enzyme 
de déphosphorylation. Les 2 échantillons sont ensuite analysés par MS et tous les 
peptides ayant une différence de masse de 80 Da sont désignés comme phosphopeptides 
potentiels [115]. La stratégie appliquée aux protéines ubiquitinées est donc de traiter 
une moitié de l'échantillon enrichi en protéines ubiquitinées avec le domaine catalytique 
de l'enzyme de déubiquitination USP2 (figure 5.1). Les deux échantillons sont ensuite 
analysés par nanoLC-MS et les données sont traitées à l'aide de différents outils 
bioinformatiques. Ainsi, les peptides dont une lysine portait l' adduit diglycine dans 
l'échantillon non traité, vont former 2 nouveaux peptides suite à la digestion trypsique 
une fois l'échantillon déubiquitiné. Le défi consiste donc à retracer ces 2 nouveaux 
peptides signatures d'un site d'ubiquitination parmi tous les peptides détectés. La mise 
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Figure 5.1: Schéma de l'approche protéomique différentielle proposée pour 
l'identification des sites d'ubiquitination. 
5.2. Résultats et discussion 
D'abord, l'échantillon enrichi est préparé selon l'approche basée sur l'affinité de 
liaison de Rad23 pour les protéines ubiquitinées. Ainsi, cette stratégie pourra être 
appliquée à une multitude de modèles biologiques sans la nécessité de recourir à la 
transfection. La digestion avec le domaine catalytique de l'enzyme de déubiquitination 
se fait dans le même tampon que la digestion trypsique. La procédure est donc très 
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simple et efficace tel que démontré à la figure 5.2. L'immunobuvardage anti-ubiquitine 
des échantillons démontre clairement la disparition complète du signal d'ubiquitination 
pour l'échantillon traité avec l'enzyme. De plus, sur le gel coloré à l'argent, une bande à 
environ 8 kDa apparaît pour l'échantillon digéré. Cette bande correspond aux 
monomères d'ubiquitine libérés sous l'action de l'enzyme. Des changements d'intensité 
de certaines bandes sont aussi visibles pour l'échantillon déubiquitiné. 













Figure 5.2: Déubiquitination des échantillons enrichis sur colonne d'affinité 
Rad23. a) Immunobuvardage anti-ubiquitine illustrant l'efficacité de digestion 
du domaine catalytique de l'enzyme de déubiquitination (USP2) des protéines 
ubiquitinées. Représente 2% des échantillons traités ou non. b) Gel coloré à 
l'argent des échantillons traités ou non (10%) avec USP2. 
Les 2 échantillons sont ensuite fractionnés sur colonne SCX artisanale et 
analysés sur le LTQ-Orbitrap. Le traitement des données est ensuite effectué tel que 
décrit précédemment. 
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5.2.1. Analyse de l'échantillon non traité 
Tout d'abord, l'analyse des spectres MS/MS de l'échantillon non traité avec le 
domaine catalytique de USP2 a permis l'identification de 4 nouveaux sites sur 4 
protéines différentes (tableau 5.1 et figure 5.4). Un nouveau site d'ubiquitination a été 
identifié sur le cytochrome P450 CYP2J9, soit la lysine 152. Les cytochromes P450 
sont une grande famille d'enzymes dont le rôle général est d'oxyder de nombreux 
composés chimiques dans la cellule et la plupart sont des protéines ancrées sur la 
membrane du réticulum endoplasmique par leur extrémité N-terminale [116]. Plus 
spécifiquement, la protéine CYP2J9 est impliquée dans l'oxydation de différents acides 
gras [117]. La famille des cytochromes P450 est connue pour être ubiquitinée. En effet, 
lors de la réaction enzymatique d'oxydation, des espèces réactives, telles que le O2, sont 
générées et peuvent attaquer le domaine hème des cytochromes. L'enzyme est alors 
fonctionnellement ou structurellement endommagée et devient la cible pour la 
dégradation par le protéasome [116]. Par contre, aucun site d'ubiquitination sur la 
protéine CYP2J9 n'avait été reporté à ce jour. 
Tableau 5.1 : Sites d'ubiquitination identifiés dans l'échantillon enrichi par 
la colonne d'affinité Rad23 et non traité par USP2. 
", . "~~%:$~'W~~.4i::." ":' ' ".:;'~;~~;~ I~r' .. <:,"t>,,~P!ia~~~j~.~\>.:, . ': ,. '·;'·:~"""'t~rt:~::nlt!"\""'.': h .A miz. (pîiliîl~( . Rr1J!.t~î!iês·;· . '. i, .. < .;. > RpSl!!QPt'" ;.cc. , ,." 
Cytochrome P450 CYP2J9 NFGLGK*R K152 0,69 
Désaturase 2 acétyl-coA AEK*LVMFQR K208 1,93 
Kinase cycline-dépendante 1 WK*PGSLASHVK K245 -9,84 
Protéine provenant du gène 
complexe majeur K*WEQSGAAEHYK K170 -2,60 d'histocompatibilité (CMH) de 
classe 1 de type H2-L 
Ensuite, le deuxième site identifié est situé aussi sur une enzyme, soit la lysine 
208 de la désaturase 2 acétyl-coA. Cette enzyme catalyse la biosynthèse d'acide gras 
mono-insaturés et est située à la membrane du réticulum endoplasmique [118]. Cette 
protéine est connue pour avoir une courte demi-vie, par contre, une étude rapporte un 
processus de dégradation possiblement autre que celui du protéasome [119]. En effet, il 
a été observé que le MG 132 n'affecte pas la dégradation rapide d'un isoforme de cette 
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protéine chez les cellules HEK 293. Le site identifié ici sur l'isofonne 2 vient donc 
contredire cette étude. Des analyses supplémentaires seraient nécessaires pour 
confinner l'identification de ce site, par exemple, une immunoprécipitation de la fonne 
naturelle et d'une fonne de la protéine contenant une mutation en arginine de la K208 
suivie d'un immunobuvardage anti-ubiquitine. 
De plus, un site a été identifié sur une protéine essentielle pour le contrôle du 
cycle cellulaire, la lysine 245 de la kinase cycline-dépendante 1 (CDK 1). Cette protéine 
est constamment présente tout au long du cycle cellulaire et son activité est régulée via 
des interactions protéine-protéine avec plusieurs protéines, entre autres des cyclines, et 
via des phosphorylations réversibles [120]. Cette kinase influence l'entrée en mitose de 
la cellule, c'est-à-dire la phase de division cellulaire et ses partenaires d'interaction sont 
les cyclines A et B. TI est connu que les cyclines sont dégradées via le protéasome une 
fois ubiquitinées, par contre, l'ubiquitination d'une kinase cycline-dépendante n'a pas 
été reportée à ce jour [121]. Selon la structure tridimensionnelle de cette protéine, la 
K245 est située sur une boucle facilement accessible pour les enzymes d'ubiquitination 
(figure 5.3). Cette localisation concorde avec l'étude bio-informatique reportant une 
préférence des sites d'ubiquitination sur des boucles et des hélices exposées à la surface 
[ 100]. 
K245 -.-
Figure 5.3: Structure tridimensionnelle de la kinase cycline-dépendante 1 
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Figure 5.4 : Spectre MSIMS des peptides identifiés avec la lysine (K*) 
portant l'adduit diglycine. a) Cytochrome P450 CYP219 (série d'ions y) b) 
Désaturase 2 acétyl-coA (séries d'ions b). c) CDK1 (série d'ions y). d) Protéine 
provenant du gène complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe 1 de 
type H2-L (série d'ions b). 
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Enfin, la K 170 de la protéine provenant du gène complexe majeur 
d'histocompatibilité (CMH) de classe 1 de type H2-L a aussi été identifiée comme site 
d'ubiquitination. Cette protéine est impliquée au niveau de la présentation des antigènes 
au système immunitaire [122]. La lysine identifiée est située sur une hélice alpha 
exposée à la surface de la protéine (figure 5.9). Ce site est donc favorable à 
l'ubiquitination. 
5.2.2. Analyse de l'échantillon traité 
En vue d'augmenter l'identification de sites d'ubiquitination, l'analyse 
différentielle proposée consiste à comparer les analyses MSIMS d'un échantillon 
ubiquitiné à celles d'un échantillon déubiquitiné suite à un traitement à l'USP2. Pour ce 
faire, le logiciel MassSense est utilisé pour corréler les séquences peptidiques avec les 
valeurs de m1z, de temps de rétention et d'intensité et ainsi tracer une distribution 
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Figure 5.5 : Regroupement similaire des peptides à travers les échantillons. 
a) Distribution d'intensité des groupes de peptides selon leur identification dans 
les échantillons digérés ou non avec le domaine catalytique de USP2. 
Tableau 5.2 : Tableau récapitulatif représentant le nombre de groupes de 
peptides uniques pour les 2 échantillons et communs. 
Groupes de peptides % 
Échantillon non traité 3231 42,3 
Echantillon traité 2036 26,6 
Commun. 2374 31,1 
Total 7641 
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Selon cette distribution, il y a 2374 groupes de peptides (31,1 %) communs entre 
les échantillons. Ces peptides représentent donc possiblement des peptides qui ne sont 
pas directement ubiquitinés ou qui correspondent à des protéines contaminantes 
présentes dans les 2 échantillons. L'échantillon non traité compte 3231 groupes de 
peptides uniques (42,3%) alors que l'échantillon traité en compte 2036 (26,6%). Ainsi, 
il y a environ 10% de plus de peptides détectés lorsque l' adduit diglycine est présent sur 
les lysines ubiquitinées. Le contraire était pourtant attendu puisque ia trypsine est en 
mesure de couper au site d'ubiquitination une fois l'échantillon déubiquitiné. Il devrait 
donc y avoir 2 nouveaux peptides uniques à l'échantillon traité comparativement à un 
peptide unique à l'échantillon non traité. L'immunobuvardage anti-ubiquitine, présenté 
à la figure 5.2, démontre que la déubiquitination est complète puisqu'il n'y a aucun 
signal détecté. En effet, l'anticorps utilisé permet de détecter les formes mono- ou 
polyubiquitinées sans se lier sur la forme libre. Ainsi, ce nombre plus élevé de peptides 
pour l'échantillon non traité ne peut s'expliquer par une déubiquitination incomplète. 
Pour un mélange de cette complexité il est difficile d~interpréter ces résultats 
puisque plusieurs hypothèses sont envisageables. Par exemple, il est courant d'observer 
une protéine qui soit multi-ubiquitinée [9]. Ainsi, il est possible qu'une telle protéine 
existe dans la cellule sous différents états d'ubiquitination, tel qu'illustré à la figure 5.6. 
Suite à la digestion trypsique, les peptides des sites A et B seront uniques à l'échantillon 
non traité, par contre, les 2 peptides de la forme non-ubiquitinée ou déubiquitinée du site 
B seront communs entre les 2 échantillons. Il y aura donc seulement 2 nouveaux 
peptides dans l'échantillon traité alors que 4 peptides étaient attendus puisqu'il y a 2 
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sites d'ubiquitination. Ce cas ne contribue donc pas au nombre de peptides présents 
uniquement dans l'échantillon déubiquitiné. 
Peptides communs 
NOU~? 
Figure 5.6: Schéma illustrant le cas d'une protéine multi-ubiquitinée 
existant sous 2 états différents d'ubiquitination dans la cellule. 
Un autre cas possible provient de la différence de détection du spectromètre de 
masse pour des peptides ayant des caractéristiques différentes. En effet, il est connu que 
les peptides n'ionisent pas tous avec la même facilité ou peuvent fragmenter d'une façon 
. atypique ce qui rend difficile leur détection ou leur séquençage [67]. Ainsi un peptide 
détecté sous forme ubiquitinée va produire, suite à la déubiquitination, 2 peptides de plus 
petite taille ou avec des caractéristiques différentes qui ne seront peut-être pas détectés. 
Inversement, un peptide sous forme ubiquitinée ne sera pas détecté à cause d'une taille 
trop grande alors que les peptides correspondants seront détectés dans l'échantillon 
déubiquitiné. 
Une analyse plus en profondeur était donc nécessaire pour évaluer l'efficacité de 
l'approche. Un algorithme de recherche a été développé selon le schéma présenté à la 
figure 5.7. En considérant que les peptides uniques à l'échantillon traité avec l'enzyme 
de déubiquitination proviennent d'un peptide initialement ubiquitiné coupé en deux par 
la trypsine, l'hypothèse de départ est que les 2 portions du peptide précédemment 
ubiquitiné ont été détectées. La stratégie de validation consiste donc à retrouver les 2 
peptides formant le peptide donné portant l'adduit diglycine dans l'échantillon non 
traité. Pour chaque peptide unique à l'échantillon déubiquitiné, l'algorithme retrace la 
séquence de la protéine associée, cherche le premier peptide trypsique situé en aval et en 
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amont et vérifie s'ils ont été séquencés dans l'un ou l'autre des échantillons. Encore une 
fois, plusieurs cas sont possibles. D'abord, si l'acide aminé en N-tenninal du peptide en 
aval du peptide étudié est une arginine, il est impossible que ce soit un site 
d'ubiquitination. La probabilité que le site d'ubiquitination se situe entre ces 2 peptides 
est donc nulle. Néanmoins, si cet acide aminé est une lysine, le site est possible et le 
premier peptide trypsique en amont est recherché panni les spectres enregistrés. Pour 
être considéré comme site potentiel d'ubiquitination, le peptide recherché doit être 
détecté uniquement dans l'échantillon traité. Ensuite, de la même façon, si l'acide 
aminé en C-tenninal du peptide étudié est une arginine, la possibilité d'un site 
d'ubiquitination sur ce peptide est nulle. Par contre, si cet acide aminé est une lysine, le 
premier peptide trypsique rencontré en aval de la séquence est recherché. Il est aussi 
possible que les peptides en amont ou en aval des peptides détectés soient de moins de 6 
acides aminés ou de plus 30 acides aminés. Dans ce cas, les caractéristiques du LTQ-
Orbitrap ne vont pas permettre de détecter ces peptides. En effet, le balayage de rapport 
m1z se fait de 400 à 1600 Da, c'est pourquoi des peptides doublement ou triplement 
chargés de moins de 6 acides aminés ou de plus de 30 acides aminés ne seront pas 
analysés. Toutes ces possibilités réduisent le nombre de peptides potentiellement 
impliqués au niveau du site d'ubiquitination. Les statistiques complètes sont présentées 
à la figure 5.8. 
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Figure 5.7: Schéma des étapes suivies par l'algorithme de recherche. 
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Figure 5.8 Diagrammes circulaires illustrant les statistiques 
d'identifications des peptides recherchés. a) Diagramme circulaire classant 
tous les peptides recherchés dans 3 catégories dépendamment de la présence 
d'une arginine au site potentiel d'ubiquitination, que le peptide possède moins de 
6 acides aminés ou plus de 30 et que les peptides proviennent d'un site potentiel 
d'ubiquitination. b) Diagramme circulaire des peptides potentiels divisés selon 4 
catégories: les peptides recherchés sont présents dans les 2 échantillons ou 
uniques à l'un ou l'autre des échantillons et tous les autres peptides potentiels 
n'ayant pas été identifiés. 
L'analyse des résultats obtenus permet de déterminer que dans 52% des cas, la 
présence d'un site d'ubiquitination est impossible à cause de la présence d'une arginine 
à la jonction des 2 peptides. De plus, près du quart des peptides en amont ou en aval ont 
peu de chances d'être détectés car ils ont moins de 6 ou plus de 30 acides aminés 
(22,1 %). Ainsi, seulement 26% des peptides séquencés uniquement dans l'échantillon 
déubiquitiné sont potentiellement porteurs d'un site d'ubiquitination. En considérant 
seulement ces peptides potentiels, 5% des peptides en amont ou en aval sont présents 
uniquement dans l'échantillon non traité. Ces peptides sont considér~s comme des faux 
positifs possiblement causés par des défauts de coupure de la trypsine ou par la nature 
stochastique de l'acquisition MSIMS. Ensuite, 15% des peptides sont présents dans les 
2 échantillons. Pour ces peptides, il est impossible de déterminer s'ils sont réellement 
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impliqués au niveau du site d'ubiquitination. L'algorithme de recherche a été en mesure 
de reformer 3 couples de peptides parmi les peptides potentiels ce qui représente 1 % des 
possibilités. Toutefois, en considérant que la trypsine ait été en mesure de cliver au 
niveau de la lysine modifiée, un peptide ubiquitiné non détecté dans l'échantillon non 
traité aura peu de chances d'être détecté une fois déubiquitiné et ne pourra être retracé 
par l'algorithme de recherche. Ainsi, une portion inconnue des peptides potentiels est 
exclue de nos analyses ce qui pourrait expliquer en partie que près de 80% ne sont pas 
identifiés selon l'algorithme de recherche mis au point. 
Ces 3 nouveaux sites potentiels d'ubiquitination représentent tout de même 
presque le nombre de sites identifiés avec l'approche courante puisque l'analyse MSIMS 
de l'échantillon non traité a permis d'identifier 4 peptides avec l'adduit diglycine. Les 
couples de peptides retracés sont présentés au tableau 5.3. 
Tableau 5.3: Identification des couples de peptides retracés par l'algorithme 
de recherche. 
Protéine provenant 
du gène complexe 
majeur WEQSGAAEHYK * A YLEGECVEWLHR K181 d'histocompatibilité 
(CMH) de classe l 
de H2-L 
Hélicase d' ARN 
ATP-dépendante WNLDELPKFEK* NFYQEHPDLAR K56 
DDX5 
6-Phospho- TGISEGHTVYIVHDG GQVQEVGWHDV AGW K444 fructokinase FEGLAK* LGR 
Il est intéressant de constater qu'un deuxième site potentiel d'ubiquitination a été 
identifié sur la protéine provenant du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de 
classe l de type H2-L. En effet, l'analyse de l'échantillon non digéré par l'enzyme de 
déubiquitination avait permis d'identifier la K170. L'approche différentielle proposée 
permet d'identifier la Kl81 comme site d'ubiquitination potentiel. Tout comme la 
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K 170, cette lysine est située sur une hélice alpha exposée à la surface de la protéine, tel 
qu'illustré à la figure 5.9. 
Figure 5.9 : Structure tridimensionnelle de la protéine provenant du gène 
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe 1 de type H2-L 
(Source: Protein Data Bank, code 1 BZ9). 
Le deuxième site potentiel identifié est la lysine 56 de la protéine hélicase 
d'ARN ATP-dépendante DDX5. Comme son nom l'indique, cette protéine sépare les 
doubles brins d'ADN à l'aide d'ATP. Les hélices d'ARN sont moins courantes que 
celles d'ADN toutefois, elles sont retrouvées chez les virus, dans une structure locale 
secondaire et sur l' ARN messager avant l' épissage [123]. Le dernier couple de peptides 
appartient à la 6-phosphofructokinase et la lysine potentiellement ubiquitinée est la 
K444. Cette enzyme est bifonctionnelle, c'est-à-dire qu'elle catalyse la synthèse tout 
comme la dégradation du fructose 2,6-biphosphate [124]. Lors d'une étude chez des 
cellules murines de myoblastes dans un stade de différentiation, des chercheurs ont 
détecté une forme polyubiquitinée de cette protéine suite à l'inhibition du protéasome 
par le MG132. Le site d'ubiquitination n'a toutefois pas été identifié. Des analyses 
complémentaires sont nécessaires pour confirmer l'ubiquitination de cette protéine. 
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5.3. Conclusion 
L'approche différentie]]e proposée visait à faciliter l'identification de sites 
d'ubiquitination. Elle consiste à comparer les analyses par spectrométrie de masse d'un 
échantillon enrichi en protéines ubiquitinées par l'approche basée sur Rad23 dont une 
moitié est traitée avec une enzyme dedéubiquitination. Ainsi, les peptides porteurs de 
l'adduit diglycine sur une lysine, signature d'un site d'ubiquitination, seront présents 
uniquement dans l'échantillon non traité alors qu'il devrait y avoir 2 nouveaux peptides 
détectés une fois l'échantillon déubiquitiné. En effet, la trypsine est incapable de cliver 
le lien à l'extrémité C-terminale d'une lysine modifiée. Une analyse poussée des 
résultats a permis d'identifier 3 sites potentiels d'ubiquitination à l'aide de cette stratégie 
différentielle. Ces sites ont été sélectionnés puisque leurs peptides associés n'ont été 
détectés que dans l'échantillon traité avec l'enzyme de déubiquitination. Puisque 
l'analyse de l'échantillon ubiquitiné a aussi permis d'identifier 4 sites d'ubiquitination, 
l'approche protéomique différentie]]e conduit à une plus grande identification. Cette 
approche est donc prometteuse mais nécessite de nouvelles analyses. En effet, la 
contribution réelle des défauts de coupure de la trypsine dans les conditions 
expérimentales demeure inconnue. Les analyses ·devraient être· faites simultanément 
avec un contrôle négatif, c'est-à-dire un échantillon non enrichi en protéines 
ubiquitinées traité ou non avec l'enzyme de déubiquitination. 
Les analyses ont donc permIs d'identifier plusieurs sites potentiels 
. d'ubiquitination sur des protéines connues pour subir une dégradation sous la régulation 
de l'ubiquitine, par exemple, la lysine 152 du cytochrome P450 CYP2J9 et la lysine 444 
de la 6-phosphofructokinase. 
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6. Conclusion générale 
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Dans le contexte des études protéomiques à grande échelle, l'objectif général de 
ce projet était de mettre au point une approche protéomique différentielle originale pour 
améliorer l'identification des protéines ubiquitinées et de leur site d'ubiquitination. Le 
premier objectif consistait à mettre au point une méthode de purification des protéines 
ubiquitinées. Deux approches de purifièation ainsi qu'une combinaison des deux ont été 
évaluées. D'abord, l'efficacité de liaison de 3 protéines possédant un domaine liant 
l'ubiquitine a été évaluée soit Rad23, Dsk2 et RpnlO. Rad23 a été sélectionné pour la 
suite des analyses puisqu'il possédait la meilleure capacité d'enrichissement des 
protéines ubiquitinées. La grande complexité de l'échantillon obtenu a nécessité un 
fractionnement sur une colonne SCX artisanale en mode discontinu avant l'analyse par 
nanoLC-MS/MS sur un LTQ-Orbitrap. Ces analyses ont conduit à l'identification de 
448 protéines uniques potentiellement ubiquitinées présentes seulement dans 
l'échantillon enrichi par Rad23. 
La deuxième approche consistait à transfecter les cellules avec une forme 6xHis-
ubiquitine suivie d'une purification sur une colonne de billes de Ni-NT A. Cette 
méthode enrichit les protéines ubiquitinées sans être sélective vis-à-vis les protéines 
mono-ubiquitinées ou polyubiquitinées, contrairement à Rad23 qui possède une affinité 
plus grande pour les protéines liées à une chaîne d'ubiquitine d'au moins 4 unités. Cette 
stratégie a permis d'identifier 905 protéines uniques potentiellement ubiquitinées par 
nanoLCILC-MS/MS. 
La combinaison de ces 2 méthodes conduit à une méthode possédant les 
avantages de chacune. Ainsi, la colonne de Rad23 sélectionne d'abord les protéines 
polyubiquitinées alors que la purification sur colonne de Ni-NT A, réalisée sous 
conditions dénaturantes, permet de limiter la présence de protéines contaminantes. 
Toutefois, cette approche nécessite une grande quantité de matériel et l'analyse par 
spectrométrie de masse d'un tel échantillon a conduit à l'identification de 294 protéines 
uniques potentiellement ubiquitinées. 
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L'approche différentielle protéomique proposée consistait d'abord à enrichir 
l'échantillon en protéines ubiquitinées à l'aide de la purification basée sur Rad23 et 
ensuite à traiter une seule moitié de cet échantillon avec une enzyme de déubiquitination 
suivi d'une analyse par nanoLC/LC-MS/MS des deux échantillons. L'approche 
différentielle a été développée à partir d'un échantillon préparé à l'aide de Rad23 
puisque cette méthode ne nécessite aucune transfection et peut donc être appliquée à de 
multiples échantillons biologiques. 
L'identification des sites d'ubiquitination se fait habituellement en recherchant la 
présence de l'adduit diglycine résultant d'un défaut de coupure de la trypsine sur la 
lysine modifiée par l'ubiquitine. Plusieurs sites ont d'ailleurs été identifiés à l'aide de 
cette méthode, lors de la mise au point des approches de purification. La stratégie 
différentielle développée consiste à comparer les 2 populations peptidiques afin 
d'identifier les peptides uniques à chaque échantillon. Ces peptides sont potentiellement 
impliqués au niveau de l'ubiquitination. Leur identification se fait grâce au logiciel 
MassSense et un algorithme de recherche permet ensuite de reformer les couples de 
peptides, uniques à l'échantillon déubiquitiné, formés par le clivage de la trypsine à la 
lysine déubiquitinée. 
L'analyse de l'échantillon non traité a d'abord permIs d'identifier 4 sites 
d'ubiquitination sur des peptides portant l'adduit diglycine. Ensuite, l'analyse poussée 
des données de l'échantillon traité a permis d'identifier 3 sites potentiels 
d'ubiquitination. L'approche différentielle proposée se révèle donc efficace puisqu'elle 
permet de presque doubler le nombre d'identification. Toutefois, des analyses 
complémentaires sont nécessaires pour confirmer la reproductibilité de l'approche et le 
taux de faux positifs. 
Pour conclure, des approches d'enrichissement en protéines ubiquitinées ont été 
développées avec succès. De plus, l'approche protéomique différentielle proposée 
permettant d'augmenter l'identification de sites d'ubiquitination a été évaluée et elle se 
révèle prometteuse. Toutefois, un des défis des analyses de protéines ubiquitinées est 
d'identifier des protéines importantes pour la cellule et connues pour être faiblement 
abondantes. Malgré un grand nombre d'identifications à travers les différentes analyses, 
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